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RESUMEN (en espaifiol)

INTRODUCCION. La radioterapia neoadyuvante con 6 sin quimioterapia combinada se
usa de forma habitual junto a la cirugia como tratamiento estandar del cancer de recto
(CR) localmente avanzado. Un 40-60% de estos pacientes experimentan algun grado
de regresion tumoral, pero sélo un porcentaje menor tienen una respuesta patoldgica
completa (pCR), que se asocia a mejor pronostico. La prediccion de la respuesta es de
importancia porque el tratamiento se acompafia de efectos no deseados y es costoso.
Seria muy beneficioso poder disponer de un panel de marcadores para ofrecer un
tratamiento mas personalizado. Los resultados de las investigaciones en este campo
son conflictivos y poco concluyentes.

HIPOTESIS. El tratamiento neoadyuvante se basa en la inhibicion de la proliferacion
celular y la induccion de la apoptosis. La mayoria de los investigadores han centrado
los estudios de marcadores predictivos de respuesta en moléculas que intervienen en
la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, enzimas involucradas en el metabolismo
de las fluoropirimidinas, oncogenes y genes supresores.

OBJETIVOS. 1. Relacién entre la expresion de marcadores moleculares (HER2, BCL-
2, APAF-1, B-catenina, VEGF, p53, Ki-67, COX-2, COL11Al) determinados con
inmunohistoquimica (tissue microarrays) y la respuesta al tratamiento neoadyuvante
en el CR localmente avanzado. 2. Relacién entre marcadores clinicos y patolégicos
(Edad, sexo, CEA, localizacion, grado de diferenciacion, intervalo hasta la cirugia,
dosis de radioterapia) y la respuesta. 3. Relacion entre la afectacion ganglionar y la
respuesta. 4. Valoracion de un modelo de regresion logistica para la prediccion de la
respuesta.

MATERIAL Y METODO. 130 pacientes diagnosticados de CR localmente avanzado de
tercio medio (57,7%) e inferior (42,3%) tratados con radioterapia (45-50,4 Gy) con 6
sin quimioterapia concomitante y cirugia radical en un intervalo medio de 7,1 semanas
después de la finalizacién del tratamiento neoadyuvante (rango 5-12). La edad media
fue 67,4 afos, 87 (67%) hombres y 43 (33%) mujeres. Se recogieron los datos clinico-
patolégicos y se determinaron por inmunohistoquimica y método semicuantitativo en
las biopsias diagnésticas los marcadores moleculares. Los resultados se relacionaron
con el grado de regresion tumoral (GRT) segun el indice de Mandard y la disminucion
del estadio T (T-downstaging) en la pieza quirargica. Para el andlisis univariante se
utilizaron los test de chi cuadrado y correlacion de Spearman (variables cualitativas) y
el test de Mann-Whitney (variables cuantitativas). Para el estudio multivariante se us6
un modelo de regresion logistica. Se considerd significativa una p menor de 0,05.
RESULTADOS. La media de ganglios estudiados fue de 9,4 (rango 0-38). Se observd
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pCR (GRT1) en 19 casos (14,6%) mientras que otros 18 (13,8%) presentaron sélo
escasa enfermedad residual en la pared rectal (GRT2). Se registré T-downstaging en
63 pacientes (48,5%). Se diagnosticé afectacién ganglionar (N+) preoperatoria en 77
pacientes (59,2%). La N+ postoperatoria se observé en 41 (31,5%), mientras que los
89 restantes fueron NO (68,5%). De los 37 pacientes considerados como
“respondedores” (GRT1 y 2), s6lo hubo 4 (10,8%) con N+, y el resto (89,2%) NO. En el
grupo de los “no respondedores” (GRT3, 4 y 5) se encontraron 37 casos N+ (39,8%) y
56 (60,2%) de NO (p<0,001). Se encontro correlacion significativa entre la expresion de
BCL-2 (p=0,005), B-catenina (p=0,027), VEGF (p=0,048), APAF-1 (p=0,03), grado de
diferenciacién tumoral (p<0,001) y la respuesta (GRT) en el analisis univariante. El T-
downstaging se asocid con la expresion de VEGF (p=0,034) y el grado de
diferenciacién tumoral (p<0,001). Con el resto de parametros clinico-patolégicos y
moleculares no se encontrd asociacion. En el caso de la respuesta GRT, las variables
introducidas en el modelo de regresion logistica (andlisis multivariante) como
significativas han sido el grado de diferenciaciéon tumoral y BCL-2.

CONCLUSIONES. 1. En el estudio univariante hemos encontrado relacion entre la
negatividad de la expresién de BCL-2, B-catenina, VEGF y APAF-1 y una mejor
respuesta (GRT). También entre la negatividad de VEGF y una buena respuesta (T-
downstaging). 2. No se hemos encontrado asociacién entre los parametros clinicos y
patolégicos estudiados y la respuesta (GRT y T-downtaging) a excepcion del grado de
diferenciaciéon tumoral. 3. Existe asociacion entre la afectacion ganglionar y la
respuesta. 4. En el analisis multivariante las variables significativas han sido el grado
de diferenciacién tumoral y BCL-2. Con este modelo se puede predecir en un 72%
correctamente la respuesta al tratamiento neoadyuvante.

RESUMEN (en Inglés)

BACKGROUND. Neoadjuvant radiotherapy with or without combined chemotherapy
before radical surgery is the standard treatment in locally advanced rectal cancer (RC).
About 40-60% of patients will experience some extent of tumor regression, but only a
minor proportion will have a pathologic complete response (pCR), that is associated to
a better prognosis. Prediction of response is important because treatment has side
effects and is costly. It would be beneficial to have a panel of markers in order to offer a
personalized treatment. Research results are conflictive and inconclusive.
HYPOTHESIS. Neoadjuvant therapy is based in cell proliferation inhibition and
apoptosis induction. The majority of researchers have based the predictive to response
markers analysis in molecules involved in cell cycle regulation and apoptosis, enzymes
involved in fluopirimidin metabolism, oncogenes and suppressor genes.

OBJECTIVES. 1. Relation between expression of molecular markers (HER2, BCL-2,
APAF-1, B-catenin, VEGF, p53, Ki-67, COX-2, COL11Al) determined by
immunohistochemistry (tissue microarrays) and response to neoadjuvant therapy in
locally advanced RC. 2. Association between clinical and pathological markers (age,
gender, tumor location, CEA, histologic grade, radiotherapy dose) and response. 3.
Relation between lymph node status and response. 4. Evaluation of a regression
logistic model for the prediction of response.

MATERIAL AND METHOD. 130 patients with locally advanced RC of mid (57.7%) and
low third (42.3%) rectum, treated with radiotherapy (45-50.4 Gy) with or without
combined chemotherapy and radical surgery in a mean interval of 7.1 weeks (range 5-
12) before the end of the neoadjuvant therapy. Mean age was 67,4 years, 87 (67%)
were males and 43 (33%) females. Clinical and pathological data were collected.
Paraffin-embedded sections obtained in diagnostic biopsies before therapy were
assessed by immunohistochemical staining for molecular markers and classified using
a semi-quantitative method. The results were related with T-downstaging and tumor
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regression grade (TRG) using Mandard’s scoring system on surgical specimens. Chi-
square, Spearman’s correlation tests (qualitative variables) and Mann-Whitney test
(quantitative variables) were used in the univariant analysis. For the multivariant
analysis a regression logistic model was used. A p below 0.05 was considered
significant.

RESULTS. The mean of lymph node retrieval in the surgical specimens was 9.4 (range
0-38). In 19 patients (14.6%) pCR (TRG1) was observed, whilst in another 18 (13.8%)
only few residual disease was seen in the rectal wall (TRG2). T-downstaging was
observed in 63 patients (48.5%) and progression of tumor stage was seen only in one
case. Preoperative lymph node involvement (N+) was diagnosed in 77 patients
(59.2%). Postoperative N+ was observed in 41 patients (31.5%), and the other 89 were
NO (68.5%). In the 37 patients considered as “responders” (TRG1-2), there were only 4
(10.8%) with N+, and the rest (89.2%) were NO. In the “non responders” group (TRG3-
4-5) 37 cases were N+ (39.8%) and 56 (60.2%) were NO (p<0.001). Regarding
predictive markers of response, there was significant correlation between the
expression of BCL-2 (p=0.005), B-catenin (p=0.027), VEGF (p=0.048), APAF-1
(p=0.03), histologic grade (p<0.001) and response (TRG) in the univariant analysis. T-
downstaging was associated with VEGF expression (p=0.034) and histologic grade
(p<0.001). With the other clinical, pathological and molecular markers no correlation
was found. Regarding TRG, the significant parameters in the multivariant analysis were
histologic grade and BCL-2 expression.

CONCLUSIONS. 1. We have found relation between negativity in the expression of
BCL-2, B-catenin, VEGF and APAF-1 and good response (TRG) in the univariant
analysis. Also between negativity of VEGF and good response (T-downstaging). 2. We
did not find any association between clinical and pathological parameters and
response, excepting histologic grade. 3. There is association between lymph node
involvement and response. 4. In the multivariant analysis, significant variables were
BCL-2 and histologic grade. With this regression logistic model we can predict the
response to neoadjuvant therapy with a 72% of accuracy.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE CIRUGIA Y ESPECIALIDADES MEDICO-QUIRURGICAS )
SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN INVESTIGACION EN
CIRUGIA Y ESPECIALIDADES MEDICO-QUIRURGICAS




“Although the proportion of cases of cancer of the rectum cured by radium is
not high, it is most important that we should keep on reminding ourselves that some
cases have been definitively cured. We have before us living witness of this fact, and it
will be an unpardonable mistake if we allowed it to be forgotten.”

Cuthbert Dukes (Proc Royal Soc Med. March 13, 1935)
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Abreviaturas

1 ABREVIATURAS

cCR: Respuesta clinica completa

CCR: Cancer colo-rectal

CEA: Antigeno carcinoembriénico

CR: Cancer de recto

CRM: Margen de reseccion circunferencial
IHQ: Inmunohistoquimica

pCR: Respuesta patolégica completa
PET: Tomografia por emision de positrones
QT: Quimioterapia

RL: Recurrencia local

RM: Resonancia magnética

RQT: Radioguimioterapia

RT: Radioterapia

TC: Tomografia computerizada

TME: Escision total del mesorrecto

5-FU: 5-fluorouracilo
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2 INTRODUCCION







Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es a nivel mundial el tercero més frecuente en los
hombres (663.000 casos, un 10% del total) y el segundo en mujeres (571.000 casos,
9,4% del total). Casi el 60% se diagnostica en paises desarrollados. Se estiman mas
de 600.000 muertes anuales por CCR, un 8% del total de muertes por cancer, siendo
la cuarta causa de muerte por cancer mas frecuente en el mundo®. En Europa, donde
se diagnosticaron unos 436.000 nuevos casos de CCR en 2008 (13,6% del total de
canceres), fue la segunda causa de muerte por cancer mas frecuente (212.000
muertes, 12,3%)° En Espafia se diagnostican cada afio unos 22.000 nuevos casos de
CCR, con mas de 13.000 muertes anuales por esta enfermedad®. Alrededor de un 70%

se localizan en el colon y un 30% en el recto.

Las estrategias terapéuticas en el cancer de recto (CR) han evolucionado de
manera significativa en las Gltimas décadas. Un avance importante supusieron los
estudios de Heald et al para la implantacion de la escision total del mesorrecto (TME)
como técnica quirdrgica estandar en el CR®. En lo referente al tratamiento
complementario, los grupos cooperativos del Gastrointestinal Study Group (GITSG),
North Central Cancer Treatment Group (NCCTG) y National Surgical Adjuvant Breast
and Bowel Project (NSABP) desarrollaron estudios clinicos randomizados en los afios
80 y 90 que demostraron una mejora del control local y supervivencia con la
quimioterapia (QT) y radioterapia (RT) adyuvante5’ ® El estudio sueco del Swedish
Rectal Cancer Trial Group fue el primero en demostrar el beneficio en supervivencia y
control local con la RT preoperatoria (ciclo corto) comparada con la cirugia sola’.
Posteriormente, el beneficio de la RT preoperatoria combinada con la TME fue
demostrada en el estudio holandés 95-04 del Dutch Commisie Klinisch Vergelijkend
Onderzoek (CKVO)g. La recurrencia local (RL) a los 5 afios con TME era del 12% y
baj6é al 6% con la RT neoadyuvante. Un metaanalisis de 22 estudios controlados y
randomizados muestra que la RT preoperatoria disminuye significativamente la RL®. El
estudio aleman de referencia CAO/ARO/AIO-94 desarrollado por el German Rectal
Cancer Study Group demostré un superior control local, menor toxicidad y mayor tasa
de preservacion esfinteriana con neoadyuvancia comparada con la adyuvancia basada
en 5-FU'. Otros estudios indican que la adicién de radioquimioterapia (RQT)
preoperatoria ha demostrado ser beneficiosa en relacién a RL aunque las tasas de

supervivencia son similares' ** ** 1 E| estudio EORTC 22921 concluyé que la QT,
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independientemente de cuando sea administrada, mejora de forma significativa el

control local™.

La TME mejora el control local y la supervivencia respecto a la cirugia

15, 16

convencional™ '®. A pesar de ello, esta cirugia tiene una morbilidad significativa'’. Asi

como la cirugia laparoscépica del colon ha demostrado unos resultados oncoldgicos a

largo plazo similares a la cirugia abierta'® *°

, Su uso en el recto todavia no puede
considerarse estandar®. Incluso estan descritos unos datos mayores de margenes
positivos®', en parte ocasionados por la imposibilidad de palpar los limites del tumor.
Otras publicaciones han demostrado las ventajas conocidas del uso de las técnicas

laparoscopicas con buenos resultados oncolégicos®” %.

En base a los resultados de estos estudios, en la Ultima década la RT
neoadyuvante con 6 sin QT combinada ha sido usada de forma cada vez mas habitual

junto a la cirugia como tratamiento estandar del CR en estadios Il y IlI.
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El tratamiento neoadyuvante de RQT mejora el control local y reduce la

toxicidad respecto al tratamiento postoperatorio. Sauer et al *°

ya demostraron en 2004
que la RQT preoperatoria es superior a la postoperatoria en términos de RL y toxicidad
aguda (6 vs 13% y 27 vs 40%). Aproximadamente un 40-60% de estos pacientes
experimentan algin grado de regresion tumoral, pero s6lo un porcentaje menor de
ellos tiene una respuesta patoldgica completa (pCR) . La pCR caracterizada como la
total desaparicion microscopica de células tumorales se considera uno de los mejores

marcadores de un buen prondstico® %

. En un 5-30% de casos esta descrita una pCR,
mientras que en la mayoria de los pacientes habra cierto grado de enfermedad residual
después del tratamiento neoadyuvante. Estas diferencias se podrian explicar en parte
por los distintos tamafios tumorales y las diferencias biolégicas de cada lesion. El
tratamiento preoperatorio no aumenta la morbi-mortalidad de la cirugia de forma
significativa, pero no es un tratamiento inocuo a largo plazo, pudiendo afectar a la
funcion del esfinter anal®’, a las funciones sexuales en ambos sexos®, alteraciones
intestinales® y aumento de segundos tumores®. A pesar de los recientes avances en
los tratamientos multimodales, las tasas globales de recurrencia tumoral, morbilidad y
mortalidad siguen siendo altas. En concreto la morbilidad asociada a su tratamiento es
significativa, incluyendo diarrea, disuria, toxicidad hematoldgica 6 la necesidad de una
colostomia permanente. El tratamiento ideal para el CR aln no ha sido desarrollado.
Es mas, la respuesta individual a la radiacién es muy variada y no se ha establecido
todavia un indicador fiable de respuesta al tratamiento neoadyuvante. La prediccion de
esta respuesta es de particular importancia porque el tratamiento se acompafia de

efectos no deseados y es costoso.

I 3.1 Grupos deriesgo en el cancer de recto

Basado en el estadio TNM, el CR se puede clasificar en tres grupos: bajo
riesgo (el “bueno”), intermedio (el “malo”) y alto riesgo (el “feo”). Cada grupo requiere

un enfoque terapéutico distinto basado en el riesgo de desarrollar metastasis®" *. L

as
mejoras en la identificacion de marcadores prondsticos y predictivos especificos de
cada grupo deben ayudarnos a simplificar las decisiones terapéuticas. La

popularizacion de la técnica de TME en los afios 90 permitioé disminuir las tasas de RL
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desde més del 20% hasta alrededor del 10%*. La adicién de RT preoperatoria tiene un
efecto beneficioso en control local y, en ocasiones, en preservacion esfinteriana® *» **
% A pesar de que el beneficio de la adicion de QT preoperatoria no esta del todo
demostrado para algunos, en muchos paises el tratamiento estandar del CR
localmente avanzado es la RQT preoperatoria. La incidencia del desarrollo de

metastasis a distancia actualmente del CR localmente avanzado es del 30-40%.

I 3.1.1 Riesgo bajo

Son CR en estadios T1-T2, sin afectacion ganglionar (NO) que después de
TME sin otros tratamientos complementarios tienen unas tasas de RL muy bajas y

altas tasas de curacion®® *

. Otras opciones mas controvertidas en relacion a la
preservacion del recto y la mejora de la calidad de vida son las técnicas de reseccién
local (TEM, TAMIS, etc) con neoadyuvancia previa 6 RQT seguida de una politica de

esperar y ver (wait and see) en caso de respuesta clinica completa (CCR)37' B L

a
cuestion es si estas opciones son seguras con tasas de RL del 5-28% en T1y 11-45%
en T2, y ademas la afectacién ganglionar no puede ser determinada de forma segura
por resonancia magnética (RM). Criterios prondsticos adicionales de baja incidencia de
afectacion ganglionar (N+) serian el estadio pT1, grados de diferenciacién I-ll y la
ausencia de invasion vascular®®. Estos tumores tienen un riesgo de afectacion
ganglionar en torno al 6%, pero la mayoria de los CR no cumple estos criterios. En los
casos de tumores relativamente pequefios (T1-3) donde el riesgo de afectacion
ganglionar sea mayor, la RQT preoperatoria seguida de cirugia local tipo TEM podria

ser una opcion en casos seleccionados.

La politica de wait and see ha sido propuesta por el grupo brasilefio de Habr-
Gama. En el caso de cCR los pacientes son sometidos a un seguimiento intensivo. Los
resultados recientes ofrecen unas tasas a los 5 afios del 95% de supervivencia libre de
enfermedad y 100% de supervivencia global4°. El problema es que posiblemente s6lo

el 25-50% de estos pacientes con cCR tengan una pCR*.

En aras a implementar estas opciones terapéuticas necesitamos marcadores
prondsticos adecuados para identificar pacientes de bajo riesgo y marcadores

predictivos para seleccionar pacientes que respondan bien a la RQT.
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I 3.1.2 Riesgo intermedio

En general, los tumores de riesgo intermedio son CR en estadios T3NO
grandes y T1-3N1 que se trataran con RT 6 RQT preoperatoria seguidos de TME. La
elecciéon de RT preoperatoria de ciclo corto 6 RQT es todavia motivo de debate. Dos
estudios randomizados comparando ambas opciones tienen poca potencia para
evaluar el efecto del control local. Las complicaciones tempranas son menores en el
grupo de RT de ciclo corto pero no hay diferencias entre ambos grupos en

complicaciones tardias, calidad de vida y supervivencia a 4 afios*" *.

I 3.1.3 Riesgo alto

Los CR con alto riesgo de RL y a distancia son tumores T4 6 con extensa
afectacion ganglionar. Se puede mejorar la supervivencia aplicando terapias dirigidas
con potencial radiosensibilizante. Los resultados de estudios fase I-1l con cetuximab
han sido decepcionantes, no alcanzando tasas de pCR superiores al 5-10%. Esta
demostrada la eficacia del bevacizumab en el CCR metastasico. Los resultados
iniciales en el CR son mas prometedores con pCR del 15% y tendencia a mejoras en la

supervivencia a 5 afios™®.

I 3.2 Principios generales de radioquimiosensibilidad

El tratamiento radioterdpico se basa en la inhibicién de la proliferacién celular y la
induccién de la apoptosis™. Entre varios mecanismos de accion, la radiacién ionizante
origina dafios en el ADN de forma directa 6 mediante la produccion de radicales libres.
Aunque algunas lesiones pueden ser reparadas, otras pueden derivar a mutaciones
letales para la célula. El farmaco mas comidnmente usado en la terapia neoadyuvante
del CR es el 5-fluorouracilo (5-FU), un antagonista de las pirimidinas de estructura
similar a la timina y el uracilo. Inhibe la sintesis del ADN blogueando la sintesis de
nucleétidos por inhibicién enzimética y por otros mecanismos. También interfiere en la

produccion de ARN.
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Los efectos locales predominantes son principalmente derivados de la irradiacion,
mientras que la QT concomitante serviria como un radiosensibilizante. Los efectos de
la RQT son basicamente el resultado del dafio del ADN. Sin embargo, la respuesta a la
RQT es muy variable. En general, se admiten cuatro explicaciones para estas

diferentes sensibilidades de los tumores sélidos*:

1. Los tumores con mala respuesta frecuentemente presentan un alto contenido
de células hipoxicas y/0 alteraciones en la reoxigenacién durante los
tratamientos fraccionados. Este hecho predomina en tumores de mayor
volumen.

2. Es bien conocido que las células que se encuentran en los segmentos
proliferantes del ciclo celular son mas sensibles. Por tanto se considera que los
tumores mas proliferantes deben producir mayor proporcion de pérdida celular
en comparacion con tejidos normales*.

3. Existen distintos niveles de capacidad de reparacién del dafio del ADN. En
otras palabras, los tumores menos curables tienen un alto potencial de
recuperacion del dafio del ADN.

4. Parece haber una radioquimiosensibilidad inherente asociada a la sensibilidad
genética de cada paciente. Podria ser posible determinar la respuesta

individual a los tratamientos mediante un perfil genético.

I 3.3 Valoracién de la respuesta al tratamiento

La respuesta del tumor primario a la neoadyuvancia parece ser un buen factor

prondstico, aunque esta relacion es controvertida. En algunos estudios*” *® no se

49, 50

encuentra relacion con la supervivencia, y en otros si . Segun el estudio del German

Rectal Cancer Study Group49 la regresion patolégica completa (pCR) se asocia a un
mejor control local, menor riesgo de desarrollo de metastasis a distancia y una mejora
en la supervivencia libre de enfermedad. La respuesta varia con la dosis y
fraccionamiento de la radiacion, el tipo de QT, el intervalo hasta la cirugia, y el tamafio

51, 52

y estadio tumoral . Sin embargo existen evidencias que sugieren que el factor mas

importante es la biologia tumoral®* *.
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Béasicamente, para la valoracion de la respuesta se han usado dos métodos:

downstaging y el grado de regresion tumoral (GRT).

El “downstaging” se considera una forma mas sencilla de comprobar la
respuesta. Es la disminucion del tamafio tumoral definida como la reduccion de al
menos un nivel T (de la clasificacion TNM) medido inicialmente por ecografia
endorrectal y/6 RM pélvica y finalmente por el estudio patolégico. Sin embargo su
exactitud esta limitada por la precision de los estudios de imagen. En dos estudios de

1.184 y 357 pacientes la ecografia tuvo una precision del 69-77%>* >°

56, 57

. La precisién de

la ecografia para el estadiaje T esta entre 73-94%
58, 59

, mientras que para el estadiaje
N estd mas limitada, variando entre 58-83%
RM es del 58-88%".

. De forma similar, la precisién de la

Los intentos de evaluacién de la respuesta por endoscopia 6 ecografia se
complican por la dificultad de distinguir entre enfermedad residual, fibrosis e

6152 | a evaluacion precisa de la respuesta al tratamiento sélo puede ser

inflamacion
lograda con el estudio patolégico detallado de la pieza quirdrgica. El sistema de
categorizacion de los cambios histoldgicos en la pieza quirirgica (grado de regresién
tumoral, GRT) es un método para evaluar la respuesta al tratamiento neoadyuvante.
Estos cambios incluyen alteraciones citolégicas y cambios de fibrosis. Se han usado

varias escalas semicuantitativas:

Spitz et al ® han descrito un sistema basado en la cantidad de tumor residual:
I, >90% de tumor residual; 11, 10-90%; IIl, <10%; IV, sin tumor. En la experiencia de

este grupo, 31% tienen respuesta completa.

En 1994 Mandard et al * publican un articulo de referencia sobre la respuesta
a la RQT neoadyuvante en el cancer de es6fago; este grupo demuestra que el GRT es
un factor predictor de supervivencia en estos pacientes. Se estudiaron una
combinacion de cambios celulares y del estroma para valorar la respuesta. Este

sistema se ha adaptado para valorar la respuesta en el CR.

El sistema de Dworak et al ® tiene en cuenta también cambios celulares y del
estroma, es simple de aplicar y con poca variabilidad interobservador. Se clasifica en
grados en funcion de la presencia de tumor residual y cambios estromales, variando

desde 4 (sin tumor) hasta O (sin respuesta). EI GRT descrito por Dworak esta
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relacionado con el pronéstico4g. Sin embargo, los grados 2 y 3 no se correlacionan con

el pronéstico, posiblemente porque la discriminacién es bastante subjetiva.

Otros sistemas de gradacién se han propuesto con 3 categorias, donde los

26.06.67 Berger et al ®®, describen un sistema de

respondedores intermedios se agrupan
3 grados basado en la densidad celular del tumor residual: grupo 1, sin tumor; grupo 2,
con densidad media; grupo 3, con densidad alta. En este estudio no encuentran
relacion con la supervivencia. Francois et al ® definen un sistema similar con

resultados comparables al anterior.

I 3.4 Definicion de biomarcadores

Un biomarcador puede ser definido como una sustancia objetivamente medible que
puede ser usada como un indicador de un estado biol6gico 6 patolégico. Aplicado al
proceso de una enfermedad, un biomarcador puede ser usado para detectar la
enfermedad, predecir el prondstico 6 predecir la respuesta a determinados
tratamientos. Un biomarcador debe dar informacién que ayude a facilitar y mejorar la

esperanza de vida 6 la calidad de vida para poder ser (til en la practica clinica.

A lo largo de los ultimos afios se han descrito diversos mecanismos implicados en
el desarrollo del CCR: mutaciones genéticas, inestabilidad cromos6mica, inestabilidad
de microsatélites y alteraciones epigenéticas, incluyendo la metilacion. Con las
investigaciones recientes de la matriz extracelular se ha afadido una nueva dimension
a nuestra comprension de la carcinogénesis. Hoy en dia, la vision del modelo de
Volgenstein adenoma-carcinoma en la secuencia carcinogenética puede considerarse

demasiado simplista.

Entre los problemas encontrados durante los ensayos de desarrollo y validacion de
biomarcadores estan el nimero de biomarcadores que deben ser medidos, la variedad
de las tecnologias disponibles y el coste y consumo de tiempo que implica cada una de
ellas. Microarrays, nanotecnologias y secuenciacion de ADN de alto volumen de
Gltima generacion permiten una medicion rapida y eficiente de multiples marcadores. El

desafio es desarrollar pruebas simples, sensibles, especificas, poco costosas y
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reproducibles para que puedan tener una utilidad clinica significativa. ElI comité
britanico Cancer Research UK Biomarker Discovery and Development Committee ha

definido 6 categorias de biomarcadores™:

1. Biomarcadores para valoracion de riesgo/predisposicion: son biomarcadores
que pueden ser usados para definir a individuos 6 grupos con riesgo
aumentado de desarrollar una enfermedad. Por ejemplo, las mutaciones del
gen APC en el diagnéstico de la poliposis adenomatosa familiar.

2. Biomarcadores de screening/deteccién precoz: son biomarcadores usados
para ayudar al diagndstico temprano de una enfermedad. Por ejemplo, los test
de sangre oculta en heces para el CCR.

3. Biomarcadores diagnésticos: Son biomarcadores usados para definir el tipo de
cancer 6 de enfermedad que padece el paciente. También pueden ser usados
para detectar enfermedad recurrente. Por ejemplo, el antigeno prostatico
especifico (PSA), 6 el antigeno carcinoembriénico (CEA).

4. Biomarcadores farmacolégicos: Son biomarcadores usados para medir los
efectos de un tratamiento en una diana especifica 6 para demostrar efectos
clinicos de un farmaco. Pueden ayudar en la optimizacion de las dosis y
reducir los efectos secundarios. Por ejemplo, el gen de la tiopurinmetil
transferasa (TPMT) y el tratamiento con azatioprina en la enfermedad de
Crohn.

5. Biomarcadores predictivos: Son biomarcadores que pueden identificar un
subgrupo de pacientes con mayor 6 menor posibilidad de responder a una
terapia especifica. Por ejemplo, KRAS vy la respuesta a terapias anti-EGFR.

6. Biomarcadores pronésticos: Son biomarcadores usados para predecir el curso
de una enfermedad. Por ejemplo un marcador que refleje el potencial
metastasico de un cancer. Un gran numero de ellos se han sugerido en el

CCR, pero la mayoria no estan validados.
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I 3.5 Marcadores prondsticos en el cancer de recto

Son los que predicen los resultados clinicos y estan basados en estudios

patolégicos, de imagen vy, en un futuro cercano, también en marcadores moleculares.

I 3.5.1 Estudios de imagen

En RM, la distancia del tumor a la fascia mesorrectal ha demostrado ser un
factor mas importante de RL que el estadio TNM, porque el estadio T no discrimina
entre CR que pueden ser facilmente resecados con cirugia y tumores con alto riesgo
de afectacion del margen de reseccion circunferencial (CRM). En un metaanalisis, la
sensibilidad varia entre 60-88% y la especificidad entre 73-100%. La ecografia
endorrectal es especialmente Util en estadiar el CR temprano. La sensibilidad para
discriminar entre un T1 y T2 estd entre 69-97% pero hay mas limitaciones entre T2-
T3>, Una ventaja adicional de la ecografia es la posibilidad de realizar punciones
ecoguiadas con aguja fina de lesiones ganglionares sospechosas. Para la prediccion
de la afectacion ganglionar no hay grandes diferencias entre ecografia, RM 6
tomografia computerizada (TC) con sensibilidades entre 55-67% y especificidades de
74-78%. Estudios mas recientes sugieren que estos resultados pueden mejorar con el
uso de criterios morfolégicos adicionales en RM, como la extension extracapsular 6 la
heterogeneidad en la sefial, aumentando la sensibilidad hasta el 85% con especificidad

del 97% para ganglios mayores de 3 mm™.

I 3.5.2 Estudios histopatolégicos

Los tumores T3-4, la afectaciébn ganglionar (es decir, el estadio TN 6 de
Dukes), y la afectacién del CRM se determinan de manera precisa. También son
factores pronosticos de RL la afectacion linfovascular, afectacion venosa extramural y
una pobre diferenciacion. El estudio patoldgico también eval(a la respuesta a la RQT.
Esta4 demostrado mejor pronéstico con pCR. En un analisis combinado de 14 bases de
datos con 3.105 pacientes con CR localmente avanzado tratados con RQT y posterior
TME, 484 tenian pCR. La RL a los cinco afios era del 2,8% en este grupo y del 9,7%
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en el resto. La supervivencia a 5 afios libre de metastasis a distancia era del 89 y 75%

respectivamente .

I 3.5.3 Marcadores moleculares

No hay ningln marcador molecular pronéstico especifico a dia de hoy para el
CR. Una revisién reciente en CCR concluye que los marcadores de inestabilidad
gendmica, como la pérdida de heterocigocidad en el cromosoma 18q, inestabilidad de
microsatélites 6 la mutacién B-Raf V600E son valiosos como marcadores pronosticos
de resultados, aunque los resultados del CR no se presentan por separado’®. Un
estudio de perfiles de metilacion del ADN en una serie de CR precoces identificd 5
marcadores que se expresan de forma distinta en T1-2NO que en pacientes con
enfermedad metastasica™. He et al estudiaron el significado de las mutaciones
PIK3CA en una cohorte grande de CR. Los pacientes con mutaciones tienen mayor
riesgo de RL™. Algunos estudios han sido capaces de identificar perfiles genéticos que

se relacionan con el estadio N en CCR™®"®

aungue no hay un perfil especifico del CR.
Un estudio japonés ha demostrado las diferencias en expresion genética entre tumores

de colon y recto-sigmoides’®.

I 3.6 Marcadores predictivos en el cancer de recto

Los marcadores predictivos pueden ser estudios histopatoldgicos, de imagen 6
moleculares. Desde el punto de vista molecular, el CCR es una enfermedad
heterogénea, lo que supone diferencias en la progresion, supervivencia y respuesta a
tratamientos. Basados en los mecanismos conocidos de radioquimiosensibilidad,
podemos entender las causas por las que la mayoria de los investigadores han
centrado los estudios de biomarcadores de respuesta al tratamiento en moléculas que
intervienen en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, enzimas involucradas en el

metabolismo de las fluoropirimidinas, oncogenes y genes supresores.
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I 3.6.1 Estudios genémicos

Desde un punto de vista general, podemos distinguir entre andlisis generales

del genoma y andlisis de uno 6 varios biomarcadores.

3.6.1.1 Analisis generales del genoma

3.6.1.1.1 Perfiles de expresién genética

Varios investigadores han usado los perfiles de expresiéon para analizar la
genética de la respuesta del CR a la RQT. La identificacién de genes que se expresan
de forma distinta entre tumores radiosensibles y radioresistentes por analisis genético
global puede aportar datos para comprender los mecanismos de radioresistencia
clinica y mejorar la eficacia de los tratamientos. Los estudios publicados asocian estas
diferencias a genes relacionados con la reparacién del ADN, apoptosis, factores de
crecimiento, transduccion, ciclo celular y adhesion. La radiacion puede inhibir la
proliferacion celular 6 inducir la muerte celular por apoptosis in vitro e inhibir el
crecimiento tumoral in vivo. La asociacion con radioresistencia se ha observado en
genes como p53, ras, raf-1, bcl-2 y survivin®®. La disponibilidad de la tecnologia de
expresién genética por microarrays permite el analisis simultdneo de miles de genesSl.
Se han publicado varios estudios en diversos tipos tumorales incluyendo tumores de

cabeza y cuello, mama, eséfago, pancreas, estémago, etc®’.

Respecto a estudios in vivo en relaciéon al CR, los resultados indican que se
puede predecir la respuesta al tratamiento en algunos tumores y farmacos con el
estudio de los perfiles genéticos. Ghadimi et al 82 comparan las diferencias genéticas
entre tumores de 30 pacientes que fueron randomizados para recibir RT y QT como
parte del German Rectal Cancer Study Group 8. Encontraron diferencias significativas
en 54 genes. Varios de estos genes estan asociados a mecanismos de reparacion del
ADN (SMC1) y organizacion microtubular (cdc42BPA, Filamina A). Generan un
algoritmo que permite predecir el comportamiento tumoral con una sensibilidad del
78% vy especificidad del 86%. En un estudio posterior del mismo grupo con
seguimiento, demuestran que estos genes pueden también ayudar a predecir RL y
supervivencia libre de enfermedad®. Watanabe et al ® identificaron 33 genes en 52

pacientes usando el chip genético U95Av2. Entre ellos hay reguladores de apoptosis.
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| % usaron 95 genes para predecir la respuesta con una precision del 88,6%.

Kim et al
La lista incluye genes relacionados con factores de crecimiento, apoptosis,
proliferacion, transducciéon y adhesion celular (TDGF3, RAC2, TYRO3, PSPHL, etc.).
Rimkus et al ® analizaron un grupo de 42 genes que se expresan de forma distinta
entre respondedores y no respondedores. En un estudio mas reciente, Brettingham-
Moore et al ® clasificaron en 51 pacientes los genes basados en la respuesta por el
GRT, respuesta metabdlica y disminucion del estadio, prediciendo la respuesta con
una sensibilidad del 82% y especificidad del 89%. Todos esos estudios nos indican que
la mayoria de los genes se asocian a apoptosis, reparacion del ADN, factores de
crecimiento, ciclo celular, adhesion, invasién, metastasis, angiogénesis e hipoxia. Es
destacable que muchos de estos genes predictores son distintos en cada estudio con
pocas coincidencias. Estas diferencias pueden ser debidas a distintos regimenes

terapéuticos, tipos tumorales y/6 métodos de andlisis.

Los estudios in vitro se usan con frecuencia como modelos para
descubrimiento de farmacos, analisis funcionales y otros propésitos. Eschrich et al *
fueron los primeros en publicar un modelo basado en expresién génica in vitro.
Construyeron un algoritmo para predecir radiosensibilidad con valor predictivo positivo
del 86%. De forma similar, Spitzner et al * identificaron un perfil genético para la

sensibilidad de lineas celulares de CCR a la RQT.

3.6.1.1.2 Aberraciones cromosomicas

La aneuploidia cromos6mica es un hallazgo caracteristico del CCR. Uno de los
primeros estudios en analizar las diferencias del ADN es el publicado por Grade et al o
con 42 pacientes. Identificaron alteraciones en los cromosomas 7 y 20 que se asocian
a buena respuesta a la RQT. En un estudio mas reciente, Chen et al °2 analizaron las
alteraciones cromosomicas en el numero de copias (CNAs) en 95 casos. Los
resultados indican que los CNAs detectados pueden ayudar a identificar pacientes con
pCR. En concreto se localizan regiones en los cromosomas 12 y 15 y construyen un
modelo predictivo con alto grado de precision. Esta bien documentado que la
localizacion influye en el perfil de mutaciones del tumor. En general los tumores de
colon tienen mayor nivel de inestabilidad de microsatélites comparado con los tumores

del recto. En contraste los tumores de recto tienen mayor proporcion de mutaciones del
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gen TP53 %2 E| CR localmente avanzado tiene unos patrones especificos de CNAs que
pueden ser identificados. Algunos de ellos son mas comunes en tumores que
responden a la RQT. Estos CNAs contienen genes que forman parte de mecanismos

de accidn relacionados con la respuesta tumoral al tratamiento neoadyuvante.

% estudiaron 51 casos donde identifican

Recientemente, Molinari et al
alteraciones en regiones cromosOmicas especificas capaces de distinguir entre
tumores respondedores y no respondedores, localizadas principalmente en los

cromosomas 7, 13y 17.

3.6.1.2 Analisis de biomarcadores

3.6.1.2.1 Mutaciones del ADN en la via RAS-MAPK

Debido a la evidencia preliminar que indica que el oncogén RAS aumenta la
radioresistencia in vitro®, varios estudios han investigado la potencial relevancia de la
via RAS-MAPK en la respuesta a la RQT en el CR. El KRAS es un componente clave
de la via mitébgena que se activa por receptores de la superficie celular como el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Mutaciones del gen resultan en
una activacién persistente de este mecanismo y estan presentes en un tercio de los
CCR. El descubrimiento de que la mutacion del KRAS es un predictor de respuesta al
tratamiento con los anticuerpos monoclonales anti-EGFR cetuximab y panitumumab ha
establecido a dicho gen como un importante biomarcador en el CCR*. De hecho la
mutacién del KRAS se estudia de rutina en la seleccion de pacientes para la terapia
anti-EGFR®. Pocos estudios han evaluado al KRAS como biomarcador de la respuesta
en el CR. Para Luna Pérez et al *® los tumores sin mutacion del KRAS (wild type) tienen
mejor respuesta a RQT. En la misma linea estan los estudios de Bengala et al’’. Por
tanto un KRAS mutado seria un marcador de resistencia a respuesta, aunque hay

% y Gaedcke et al * no

estudios con resultados contradictorios. Erben et al
encontraron relacion aunque son series pequefias y usan distintos farmacos.
Recientemente, Garcia Aguilar et al*® estudiaron 132 pacientes con CR tratados con
RQT neoadyuvante e identificaron un subgrupo de pacientes (h=27) con mutaciones

combinadas del p53 y v-Ki-ras 2 sin pCR en ninguno de ellos. Estos estudios con
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resultados en ocasiones conflictivos indican que la determinacion del status del KRAS

no seria suficiente.

3.6.1.2.2 Polimorfismos de nucleétido Unico

Estos polimorfismos (single-nucleotide polymophisms, SNPs) son lugares en la
secuencia genomica que diferencian individuos por una Unica base. Los SNPs se
estiman en el genoma humano en torno a 10 millones y se distribuyen con una
frecuencia entre 1 cada 300-1.000 pares de bases™. Algunos de ellos se han asociado
a aumento de riesgo de desarrollar CCR. Se ha especulado con la posibilidad de que

puedan alterar la respuesta a la RQT en el CR.

En esta linea se ha estudiado la timidilatosintetasa (TS) pero los resultados son
conflictivos. Se han realizado estudios de polimorfismos en la region promotora del gen
TS, responsable de la iniciacién de la transcripcion genética y puede por tanto implicar
ciertas diferencias en la actividad de acuerdo con el genotipo. Villafranca et al 101
fueron los primeros en estudiar el valor predictivo del polimorfismo de la TS en el CR
tratado con neoadyuvancia. Los pacientes con TS 3R/3R tienen una menor
probabilidad de respuesta (downstaging). En la misma linea estan los estudios de

102 103 104 105 En el estudio de

Stoehlmacher et al =, Balboa et al =, Paez et al~ 'y Cecchin et al
Spindler et al 1% 1os pacientes con genotipo TS 2/2 tuvieron mayor tasa de respuesta,
aungue no se considera suficientemente fuerte como predictor de pCR. Una mayor
respuesta a 5-FU se ha visto en pacientes con genotipo TS 3/3 combinado con
genotipos especificos del gen MTHFR. El grupo de Garcia Aguilar * también estudié
el gen MTHFR. Su actividad reducida en pacientes portadores de polimorfismos de

este gen aumenta el efecto de inhibidores de la TS como el 5-FU. Datos del estudio de
107 108

Hur et al = van en la misma linea. Sin embargo, en los estudios de Terrazinoetal = y
Conradi et al *® no encontraron asociacion entre el genotipo TS y parametros clinicos
relevantes.

Otro ejemplo de este tipo de estudios es el trabajo de Schirmer et al "

Analizaron polimorfismos en la linea germinal del gen TGFB1 que se asocian a

toxicidad aguda en pacientes con CR. Los pacientes con la variante Pro25 del gen
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desarrollan toxicidad aguda con la RQT basada en 5-FU en CR con un valor predictivo
positivo del 100%.

Estudios in vitro demuestran que células con polimorfismos del gen XRCC1
son mas sensibles a la radiacion ionizante. Aunque existen algunos estudios clinicos
donde el polimorfismo mononucleétido del gen XRCC1 es predictivo de resistencia’*"

112 "astos datos no se confirmaron en otros %1% 113,

Se han identificado polimorfismos en el gen EGFR, localizados en la region
promotora Spl-216, encontrando diferencias en la respuesta en unos y otros™*.
También se han descrito polimorfismos en el ligando del receptor, EGF, que podrian

115 gpindler et al '° encontraron

influenciar los resultados de las terapias anti-EGFR
que combinando en el andlisis genético los polimorfismos de TS y EGF A61G, se

identifica un pequefio subgrupo donde la respuesta completa es del 100%.

13.6.1.2.3  Otros estudios

El gen DCC (Deleted in Colorectal Cancer) es un gen supresor tumoral del
cromosoma 18qg. Shibata et al encontraron que la ausencia expresion se asocia a peor

116 117

prondstico en CCR™™. Sin embargo, Saw et al ', no encontraron relacién entre su

expresion y la respuesta al tratamiento en una serie de 60 pacientes.

Las proteinas reparadoras del ADN (mismatch repair proteins, MMR) también
han sido investigadas. La inestabilidad de microsatélites es un defecto que se
asocia a alteraciones en los genes reparadores del ADN y se encuentra en el 95% de
CCR hereditarios y el 15% de los esporadicos. Es conocido que los tumores con
inestabilidad de los microsatélites parecen tener mejor prondstico. Sin embargo, en los

118, 119

estudios publicados , N0 parece que la presencia de esta caracteristica sea

predictora de mejor respuesta a la RQT.

Los microRNAs (miRNAs) son secuencias pequefias de 18-25 nucledétidos que
son reguladores postranscripcionales de la expresion genética. Varios estudios han
demostrado que la sobre 6 subexpresion de miRNAs especificos se asocia al
desarrollo y diferenciacion del CCR; algunos de ellos se relacionan con la

120

supervivencia™". Estudios in vitro sugieren que algunos miRNAs pueden afectar la
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sensibilidad de distintas lineas celulares de tumores humanos a agentes

quimioterapicos™** | 122

. El estudio de Scarpati et a es el primero en identificar un cluster
de 13 miRNAs que se expresan en el CR primario y se relacionan significativamente
con muy buena respuesta (pCR) después de RQT con capecitabina y oxaliplatino
(n=38). Once de ellos se sobreexpresan y dos se subexpresan. Identifican dos de ellos
(miR-630 y miR-622) con una sensibilidad y especificidad del 100%. En el mismo

123
I

contexto, Svodoba et a estudian 9 miRNAs en 35 pacientes encontrando una gran

variabilidad sin resultados concluyentes.

Muchos de estos estudios, previamente descritos, estan limitados por el uso de
biopsias de tejido en fresco 6 congeladas que incluyen, ademas de células tumorales,
elementos no neoplasicos como el estroma, vasos, células inflamatorias y focos de
necrosis, que pueden introducir errores en los resultados finales y pueden ser la

explicacion de la falta de acuerdo entre varios de ellos.

I 3.6.2 Estudios proteémicos

Como método no invasivo de monitorizacion de la respuesta, es de importancia
el desarrollo de las técnicas de estudios proteémicos séricos. Parte de la premisa de

124 De la misma

que cada célula produce proteinas que se vierten al flujo sanguineo
manera, las células tumorales verteran sus propias proteinas caracteristicas que
pueden ser detectadas en analisis protedmicos usando cantidades muy pequefias de

125 astudiaron 56

suero. Los resultados son analizados usando algoritmos. Allal et al
proteinas de 17 pacientes con y sin radioresistencia. Algunas de interés son la
tropomodulina, B-tubulina, anexina, calsenilina, queratina tipo 1, la proteina reparadora
del ADN RAD51L3 y otras. Smith et al ** identificaron una cohorte de 14 proteinas
para diferenciar respondedores de no respondedores con una sensibilidad del 87,5% vy

especificidad del 80% usando analisis protedmico de bajo peso molecular.
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I 3.6.3 Estudios de inmunohistoquimica (tissue microarrays)

La disponibilidad de una tecnologia mas sencilla, econémica y de alto
rendimiento como la inmunohistoquimica (IHQ) de tissue microarrays nos da la
oportunidad de desarrollar un gran panel de biomarcadores para estudios. En la Gltima
década, un gran nimero de estudios nos han mostrado diferencias en la expresion de
multitud de genes. Mas de cuarenta biomarcadores han sido estudiados pero los

resultados son conflictivos.

3.6.3.1 Reguladores del ciclo celular

Uno de los marcadores mas estudiado es el p53. Juega un papel importante en
la estabilidad genética, proliferacion celular, apoptosis e inhibicibn de la
angiogénesis'’. Es un gen supresor tumoral, que controla el ciclo celular desde la fase
G1 hasta la fase S e induce muerte celular en la fase G1. Activa la apoptosis de células
alteradas como resultado de cambios del ADN (por ejemplo, por la RT). El gen p53
esta frecuentemente mutado 6 inactivado en un 60% de tumores. En el CR su tasa de
mutacion en del 40-60%'?%. Varios estudios muestran un impacto negativo en el

prondstico cuando esta presente la mutacién de p53**® **°

130

, aunque no siempre se ha

confirmado™". Su expresion se determina por IHQ 6 por PCR (Polymerase Chain

Reaction). La tinciéon positiva indica la presencia de p53 mutado (no funcionante),

mientras que su negatividad refleja un p53 normal. Bertolini et al *** (n=91) y Chang et

al (n=130) no encontraron relaciéon entre la expresion de p53 y la respuesta al

tratamiento en dos series de CR. En la misma linea estan los estudios de Saw et al **’

33 Sin embargo, Huerta et al ** (n=38), Luna Pérez et al ** (n=26),

136

(n=60) y otros

63
I

Spitz et a (n=42) y Esposito et al (n=38) encontraron relacion entre la

137

sobreexpresion de p53 y una pobre respuesta. Lin et al (n=53) mostraron que la

negatividad del p53 predice una buena respuesta a la RQT.

Los genes p21, p27 y p57 son inhibidores del ciclo celular. Bloguean la
progresion del ciclo e impiden la proliferacion celular actuando a nivel de la generacion
de ARNm. La proteina p53 induce la expresiéon del p21. El p21 es un gen supresor
tumoral, que cuando se activa en respuesta al dafio en el ADN causa detencion del

138

ciclo celular en G1 por bloqueo de las quinasas ciclin-dependientes (CDK) ~. Estudios
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in vitro sugieren que las mutaciones del p21 son Utiles para sensibilizar a las células
del CCR humano a la RQT™* . Seicean et al'*® encontraron asociacién entre p21 y

buen pronéstico en el CR. Charara et al **® (n=57) y Rau et al *° (n=66) encontraron

gue la expresion del p21 se asocia a buena respuesta, mientras que Reerink et al 2

131

(n=34) muestran lo contrario, y Bertolini et al ~°~ (n=91) no encontraron relacién con la

respuesta pero si con la supervivencia libre de enfermedad. Mas recientemente,

Molinari et al

(n=51), tampoco encontraron relacion entre la expresion del p2l y la
respuesta. Fu et al**' demostraron un valor combinado predictivo del p53 y p21 con la
regresion tumoral; mas del 80% de tumores p53 negativos/p2l positivos fueron
radiosensibles y mas del 90% p53 positivos/p21 negativos fueron radioresistentes. Sin

142 De forma

embargo estos resultados no se han podido reproducir por otros grupos
similar, el p27 es otro inhibidor CDK que actia fundamentalmente inhibiendo los
complejos de ciclin D-CDK-4 y E-CDK-2'**. El posible papel de esta molécula fue
estudiado inicialmente por Esposito et al 136 que encontraron una asociacion entre la
sobreexpresion y una mala respuesta tumoral. Sin embargo estudios posteriores no

confirmaron esta asociacion**® %, Lin et al **" (n=70) refiere que los tumores p27
positivos y p53 negativos se asocian a buena respuesta a RQT aunque no se relaciona

con el downstaging.

3.6.3.2 Marcadores de proliferacion e indice mitético

El ki-67 es un marcador de proliferacién celular y se puede detectar en todas

las fases activas del ciclo celular***

. Es un buen marcador de proliferacion con valor
prondstico y/6 predictivo en distintos tipos de tumores. Sin embargo, no se han
establecido asociaciones clinicas entre ki-67 y la sensibilidad a RT 6 QT, y como factor
prondstico en CCR los resultados no son concluyentesl45. Respecto a su valor
predictivo, existen varios estudios con resultados contradictorios. Kim et al 146 (n=23)
encontraron que los buenos respondedores tienen un indice ki-67 elevado (nUmero de

células con tincion positiva para ki-67 por cada 1.000), mientras que Jakob et al 1

(n=22) mostraron lo contrario. Otros estudios no encuentran relacion®. Willett et al **°
(n=90) encontraron unos niveles de antigeno nuclear de las células proliferativas
elevado asociado a una mayor posibilidad de respuesta a RQT. Otros estudios no

encontraron esa correlacion®*® %
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EZH2 es un gen regulador que puede ser afectado por la activacion de p53.
EZH2 es un regulador del ciclo celular. Su sobreexpresion esta descrita en varios
carcinomas y se ha asociado con proliferacion de las células tumorales y mal
prondstico en canceres de mama, endometrio, préstata y melanomas. Fluge et al ***
encontraron que la expresion de la proteina EZH2 se relaciona con el ki-67. El nivel
alto se relaciona con un mejor intervalo libre de enfermedad con cancer de colon pero
no en recto, igual que la positividad del ki-67. Por tanto estos indices de proliferacion

no son marcadores adversos en cancer de colon estadios Il y Il que reciben QT.

3.6.3.3 Marcadores de apoptosis

La apoptosis es un mecanismo importante de accién del tratamiento. Se
considera que los tumores con mecanismos de apoptosis intactos son més sensibles a
la RQT. La apoptosis se define por distintos cambios morfolégicos y bioquimicos
mediados por una familia de cistein-proteasas 6 caspasas que se activan por distintos
estimulos. Se han definido dos vias distintas de activacion, extrinseca e intrinseca. La
extrinseca se inicia por receptores transmembrana (CD95, TNF, TRAIL) que activan la
cascada de las caspasas, mientras que la intrinseca requiere la liberacion de proteinas
y del citocromo C después de la rotura de la membrana mitocondrial. Alteraciones de la

apoptosis inducen radioresistencia en los tumores de recto™>

. Se ha demostrado por
algunos autores el valor del indice espontaneo de apoptosis en relaciébn con la
regresion tumoral. En uno de los estudios con mayor nimero de pacientes, Rodel et

153

al™ encontraron no sélo esta relacion sino también una mejora en la supervivencia

libre de enfermedad. Uno de los métodos de valoracién de la apoptosis es el

anticuerpo c-CK18, introducido por Leers et al **

. El uso de este anticuerpo permite la
deteccion de apoptosis en fases tempranas. La liberacion del citocromo C de la
mitocondria, paso clave en la via de la apoptosis celular, se regula por un equilibrio
entre los miembros proapoptéticos (bax, bak y bad, Bcl-Xs) y antiapoptéticos (Bcl-2 y
Bcl-XL, Mcl-1) de la familia Bcl-2. En el inicio de la via intrinseca, el p53 también juega
un papel importante'*®. Las proteinas BAX y Bcl-2 se han estudiado de forma extensa,

pertenecen al grupo de oncogenes relacionados con la apoptosis**®.

BAX es la contraparte apoptotica de Bcl-2, que inhibe la apoptosis celular. Su

expresion induce permeabilidad mitocondrial, que lleva a la liberacion de citocromo C y
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157 La mutacion de BAX se relaciona con

156

la iniciacion de dafio del ADN y muerte celular

resistencia a agentes quimioterapicos en el CCR™", mientras que su sobreexpresion

aumenta la sensibilidad a farmacos por aumento de la induccion a la apoptosis™>® **°.

132

Estos estudios estan en la linea del de Chang et al > (n=130), que encontraron que

tumores con pCR tienen niveles de BAX mas elevados que los respondedores

119
|

parciales. Sin embargo Rau et al~~ no encontraron esta relacion.

El oncogén BCL-2 (B-cell lymphoma 2) es un proto-oncogén con un papel anti-
apoptotico que prolonga la vida celular. Suprime la apoptosis controlando la

permeabilidad de la membrana mitocondrial. La ausencia de Bcl-2 se asocia a invasion
160 24,129,

local y RL en el CR
161

, pero su influencia en la supervivencia no esta demostrada
. La sobreexpresiéon de Bcl-2 se relaciona por otro lado con resistencia a muchos

agentes quimioterapicos y parece proteger a las células de la apoptosis inducida por la

radiacion™®* **. Aunque varios estudios clinicos encuentran un impacto negativo en la

sobreexpresién de Bcl-2, particularmente en enfermedades malignas hematoldgicas'®,
otros encuentran su expresion relacionada con buenos resultados, especialmente en

tumores sdlidos, incluido en CR™ . Allal et al *® encuentran que la expresién de

Bcl-2 se asocia a mejor respuesta en pacientes tratados con RT en cancer anal. Rich

167

et al " demostraron una relacion inversa entre la expresion de Bcl-2 y la respuesta a

la neoadyuvancia en CR. Sin embargo, otros estudios no han confirmado estos

53, 142

hallazgos . Es posible que la relacion Bcl-2/BAX tenga mayor valor que el nivel de

130 shinoura et al *%®

deteccion por IHQ demostraron que la funcién antiapoptética de
Bcl-2 es dependiente de su nivel, porque con baja expresion inhibe la funcion
proapoptética, mientras que su sobreexpresién induce de forma rapida la apoptosis en
células de glioblastoma. También se ha demostrado que la sobreexpresion de Bcl-2

aumenta la vida media de la proteina proapoptética BAX'®.

En la misma linea estan los estudios del APAF-1 (Apoptosis Protease-
Activating Factor 1), un regulador critico de la via mitocondrial de la apoptosis. Se une
al citocromo C y a caspasa 9 para formar un complejo (apoptosome) que activa la
apoptosis'’®. Zlobec et al '* encontraron asociacién entre la ausencia del APAF-1 y

peores resultados clinicos. Paik et al *"

demostraron en una larga serie de 529 CCR
gue la pérdida del APAF-1 se asocia con mas frecuencia a casos con estadio pTN
avanzado. También se asocia a células metastasicas, sugeriendo su relacién con la

progresion tumoral'’®. El papel del APAF-1 en la resistencia a la neoadyuvancia no ha
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I 174

sido muy investigado. En el estudio de Zlobec et a con 94 casos de CR tratados

con braquiterapia neoadyuvante se demostré una relacion entre la sobreexpresion del

APAF-1 y buena respuesta. En la misma linea esta el estudio de Edden et al **.

Survivin es otra molécula antiapoptética, miembro de la familia de inhibidores

de la apoptosis (IAP, XIAP). Sarela et al '

(n=49) mostraron relaciéon entre la
expresion de survivin y peor supervivencia. Estudios in vitro han demostrado que
agentes terapéuticos que actdan sobre los niveles de XIAP mejoran la respuesta a la
RQT'"®. El gen survivin se ha estudiado como inhibidor de la apoptosis y predictor de

177, 178

peor supervivencia en CCR Se ha demostrado relacién inversa entre la

expresion de survivin y la apoptosis espontanea 6 la inducida por la radiacion'” y

180

aumento de riesgo de RL en tumores rectales con sobreexpresion™ . La potencial

importancia de survivin para la monitorizacion de la respuesta se ha confirmado

recientemente por Sprenger et al '*

, que demostraron que la sobreexpresion de
survivin se correlaciona con peor respuesta y peor supervivencia libre de enfermedad.
Los inhibidores de survivin se estan investigando actualmente en ensayos clinicos y se
vera si en el futuro representan una estrategia efectiva y utili para la

radioquimiosensibilizacion'®,

3.6.3.4 Angiogénesis e hipoxia

La angiogénesis es fundamental para el crecimiento y supervivencia tumoral.
Por ello, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) ha sido investigado. El
VEGF es un potente promotor angiogénico. La activacion del receptor tiene efectos en
la proliferacién de la célula endotelial, migracién, supervivencia y permeabilidad
vascular'®. La angiogénesis tumoral disminuye la eficacia de la RT. Con frecuencia los
vasos tumorales tienen una arquitectura desorganizada que contribuye a crear
regiones tumorales con hipoxia. El VEGFR-2 se considera un mediador principal de la
angiogénesis en tumores humanos, mientras que el VEGFR-1 tiene un papel primario
durante la angiogénesis y regula la apoptosis y el crecimiento tumoral™®*. La inhibicién
del VEGFR 6 de su ligando VEGF es efectiva en distintos tipos tumorales. Farmacos
gue bloquean el VEGF 0 las sefiales de su receptor (bevacizumab) han demostrado

183, 185, 186

resultados prometedores . En el CCR, la sobreexpresion del VEGF se asocia a

agresividad tumoral, peor supervivencia, recidiva local y enfermedad a distancia. Sin
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embargo, los datos sobre la expresion del VEGF y su receptor VEGFR es
controvertida. Zlobec et al **" demostraron en una cohorte de 104 pacientes que los
casos VEGF positivos y EGFR negativos se asocian a una ausencia de pCR. En un
estudio previo, el mismo grupo (n=59) ya habia publicado que bajos niveles del VEGF

se relacionan con la respuesta a la RT en el CR'®

189

. Sin embargo, mas recientemente,
Schwaab et al no encontraron relacién entre la expresion del VEGFR-1/2 y la
respuesta a RQT en un grupo de 33 pacientes. Willett et al **° han mostrado que 12
dias después de la administracion de la primera dosis de bevacizumab se aumenta de
manera significativa la apoptosis celular tumoral; sin embargo hay una tendencia a un
aumento de la proliferacion, posiblemente por una mejoria del entorno celular por una

normalizacién vascular.

También se considera que el oxigeno es vital en la respuesta celular al dafio
del ADN inducido por la RT. Los tumores con poca oxigenacion, en general, son mas

radioresistentes. Dietz et al ***

han encontrado que los tumores rectales que no
responden a RQT tienen mayores niveles de hipoxia. Se considera que la hipoxia
previene la degradacion del factor 1-a (HIF-1a), regulador de procesos como la

angiogénesis y el crecimiento celular'®

. El factor-1 inducible por hipoxia (HIF-1) es un
factor de transcripcién que se estabiliza con tensiones bajas de oxigeno y regula mas
de 100 moléculas que ayudan a proteger las células del stress producido por la
hipoxia. ElI HIF-1 afecta a muchos procesos (glucolisis, mitosis, apoptosis y
angiogénesis) que pueden influir en la radiosensibilidad tumoral. El HIF-1 puede
estimular a las células tumorales a expresar citoquinas de efectos radioprotectores.
Algunas de ellas, incluyendo el VEGF y otros factores, envian sefiales antiapoptoticas

193

a los vasos tumorales. Toiyama et al mostraron que los tumores de recto con

sobreexpresion de HIF-1 son peores respondedores a la RQT (n=40), al igual que

Korkeila et al *** 195

(n=39). Sin embargo Havelund et al no encuentran ninguna
asociacién (n=86). Bajo condiciones de hipoxia, las células tumorales modifican su
metabolismo de la glucosa aerdbico a una glucolisis anaerobia; la transcripcion de
varios genes en este proceso estd mediada por el HIF-1, uno de ellos es el
transportador de glucosa-1 (GLUT-1), que facilita el transporte de glucosa a través de
la membrana y se sobreexpresa como el HIF-1 en numerosos tumores malignos
incluyendo el CCR, y ambos se asocian a comportamientos tumorales mas agresivos y

196, 197 8

peor pronéstico en el CR . Brophy et al '*® encontraron correlacién entre la
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sobreexpresion de GLUT-1 y mala respuesta (n=69), aunque otros autores no

encontraron esa asociacion'®

. La anhidrasa carbdnica IX (CA IX), que puede ser
activada por HIF-1a, se sobreexpresa en varios tipos tumorales y ha sido también
ampliamente investigada. En muchos tumores colorrectales tiene un patrén de

expresion alterado, lo que puede tener influencia en su patogénesis™® .

3.6.3.5 Otros marcadores

Varios estudios han mostrado que los pacientes que toman AINEs de forma
regular tienen menor incidencia de polipos colorrectales, cancer y mortalidad asociada
a estos tumores. Los AINEs inhiben la ciclooxigenasa (COX). Es conocido que la COX
tiene basicamente 2 isoformas, COX-1 y 2. La ciclooxigenasa 2 (COX-2) es una

enzima que cataliza la conversion de acido araquidonico a prostaglandinas y tiene un

201

papel importante en la progresién del CCR“™". Las células tumorales pueden usar estos

productos como factores protectores y son mediadores de la invasividad y potencial

metastasico. La inhibicion selectiva de la COX-2 limita el crecimiento de metastasis en

202

modelos animales™. Varios estudios han demostrado que la sobreexpresion de la

COX-2 se asocia a peor respuesta tumoral a la neoadyuvancia. Smith et al ** y

Kobayashi et al %4 encontraron que los pacientes con sobreexpresion de la COX-2

tienen peor respuesta a RQT. En la misma linea estan los estudios de Min et al 205

Giralt et al*®

y Edden et al . Sugieren que la inhibicién de la COX-2 previa al
tratamiento pudiera mejorar las tasas de respuesta, como apuntan algunos estudios®®®
207 aunque se necesitarian mas datos que avalen la eficacia de los inhibidores de la
COX-2 como radiosensibilizadores en el CR. La sobreexpresion dual de la COX-2 y el
VEGF puede estar relacionada ya que se ha demostrado que la COX-2 estimula de

forma directa la sintesis del VEGF y por tanto la angiogénesis*.

La activacion de la via Wnt/B-catenina por la mutacién e inactivacion del gen

supresor de la poliposis adenomatosa del colon es un paso temprano en la

208-210

carcinogénesis colorrectal . La sobreexpresion de la B-catenina activa esta via e

211, 212

incrementa la proliferacién celular La B-catenina se considera un oncogén

potencial en el CCR esporédico213 y su distribucién a nivel celular parece de
importancia en el comportamiento tumoral. Los datos que relacionan su expresién son

214-216

contradictorios Drebber et al *’ encuentran gue los niveles bajos preoperatorios
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se asocian significativamente a una mayor respuesta. Algunos estudios han
demostrado que la tincién para la B-catenina estd aumentada a nivel de membrana 6

4721 Poco se

citoplasma celular en 65-85% de CCR y a nivel nuclear en 18-26%
conoce de la regulaciébn de la expresiébn de la [B-catenina con el tratamiento

neoadyuvante.

El protooncogén HER2 (ERBB2 6 NEU) codifica un receptor tirosin-quinasa
transmembrana que se expresa en las células epiteliales. Su sobreexpresion se ha
descrito en diferentes tumores, mama, pulmén y CCR, y se asocia a proliferacién
celular. Su significacion en el CCR respecto a progresion y prondéstico no es clara®”
28 E| HER2 es una diana terapéutica en diversos tumores malignos. La
sobreexpresion del HER2 en el cancer de mama se asocia a peor prondstico y también

219, 220

en otros tumores . El porcentaje de expresion en el CCR esta entre 27-38% y no

se asocia con otros parametros clinicos ni histologicos; sin embargo se ha encontrado

asociacién con su sobreexpresion y una mejor supervivencia®’ %% %%,

El receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGFR (HER1), esti
involucrado en la proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular. Se expresa en el 60-
80% de los tumores colorrectales. EI EGFR puede ser activado por la radiacion
ionizante, asi como por sus ligandos naturales e inducir secrecién autocrina de TGF-a.
Los tumores que sobreexpresan el EGFR tienen menos posibilidades (x13 OR) de

tener pCR después de la RQT'*

. Como es conocido que los anticuerpos antiEGFR
han mostrado eficacia en el CCR metastasico, también se ha estudiado la relacién
entre su expresion y la respuesta. Aunque su valor prondstico ha sido investigado con
frecuencia, so6lo hay unos pocos estudios sobre su valor predictivo en respuesta a la
RQT. Los estudios in vitro han asociado su sobreexpresién con mala respuesta. Los
estudios de Giralt et al ** (n=87), Kim et al 224, Spindler et al 14 (n=60), y Zlobec et al 8
(n=104) estan en esa linea. Parece de mayor valor la medicion cuantitativa de la
expresion del EGFR que la positividad 6 negatividad en la tincién. A pesar de ello, el
cetuximab no se considera una terapia recomendada inicialmente en el tratamiento
neoadyuvante®”®, aunque Jonker et al *** han demostrado mejoras en la supervivencia
en pacientes con CCR que expresan el EGFR y no responden a otros tratamientos

131

guimioterapicos. Bertolini et al =~ no han encontrado en cambio esa relaciéon (n=125).
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La timidilatosintetasa (TS) también ha sido extensamente estudiada. La TS es
critica en las sintesis del ADN y es diana del tratamiento con fluoropirimidinas que se
usan de forma habitual en combinacion con la radioterapia neoadyuvante. Los

resultados son contradictorios. En general, su sobreexpresion se asocia a resistencia

228

al 5-FU y peor pronéstic0227. Jakob et al (n=40) encontraron una asociacién

significativa entre baja expresién de la TS y la timidinfosforilasa y una buena respuesta
a la neoadyuvancia. También Okonkwo et al **° (n=25) y Saw et al '’ (n=60)

encontraron que la falta de expresién de la TS se asocia a buena respuesta, mientras

I 230 [ 113

que Negri et al (n=57), y Carlomagno et a

131

(n=46) muestran lo contrario. Los

estudios de Bertolini et al =~ (n=125) no encontraron relacion.

Muchos tumores muestran un metabolismo glucolitico aumentado incluso en
presencia de oxigeno (glucolisis aerébica). La deteccién de la transketolasa TKTL1
describi6 por vez primera un enlace entre la glucolisis y el cancer®!. Recientemente se
ha descrito relacion entre la expresion aumentada de la TKTL1 y mal prondstico en el

CR, pero sin relacién con la respuesta al tratamiento™®’.

En los Ultimos afios se han evaluado diversos regimenes de quimioterapia
neoadyuvante mas intensos para mejorar las tasas de respuesta. Del tratamiento
habitual basado en 5-FU se ha ampliado el armamentarium con irinotecam,
oxaliplatino, cetuximab y bevacizumab. Algunos estudios recientes se han centrado en

identificar perfiles y biomarcadores predictores de respuesta a estos farmacos'” 282

Horisberger et al *%?

estudiaron la expresién de la topoisomerasa | (Topo-l) y la TS
(n=38) y su relacién con la respuesta a la neoadyuvancia basada en irinotecan,
encontrando relacion entre la expresién de la Topo-l y la respuesta (downstaging); con

la expresién de la TS no encontraron asociacion.

3.6.3.6 Matriz extracelular

Entre los mecanismos de adquisicion de motilidad e invasividad tumoral se
considera actualmente de importancia el microambiente tumoral y la presencia de

fibroblastos activados en el estroma desmoplastico “activado”, denominados como

233, 234

"fibroblastos asociados al cancer” (cancer associated fibroblasts, CAFs) . Kim et

al*®® desarrollaron una técnica de andlisis mediante ordenador gue identifica una serie
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de genes que se sobreexpresan asociados a determinados fenotipos tumorales. Este
perfil genético esta presente en miltiples canceres, algunos de ellos con sus perfiles
genéticos adicionales propios, pero manteniendo un nicleo comdn. Por la presencia de
proteinas como FAP y ACTA2, este perfil sugiere una variante estromal de reaccion
desmoplastica. Los fibroblastos activados construyen este estroma segregando
colageno, fibronectina (FN1), proteoglicanos y varias proteasas (PLAU, MMPs, etc). En
su composicién predominan el COL11A1 como principal colageno, la MMP11 como
principal metaloproteinasa y la CDH11 como predominante cadherina, lo que indica a
la existencia de una variante especifica de CAFs que denominan “fibroblastos
asociados a metastasis” (metastasis associated fibroblasts, MAFs). Se considera que
facilitan el estadio invasivo inicial del proceso metastasico, y la activina A es una
molécula reguladora de su activacién. Este perfil genético se asocia en algunos

tumores a resistencia a tratamientos neoadyuvantes®* 2*°,

I 3.6.4 Marcadores clinico-patoldgicos y estudios de imagen

Entre las variables clinicas asociadas a una mejor respuesta al tratamiento
neoadyuvante estan la extension circunferencial del tumor, el grado de diferenciacion
tumoral, el TNM preoperatorio, el antigeno carcinoembriénico (CEA), la distancia al

margen anal y el intervalo hasta la cirugia®® **’

. Méas recientemente se ha sugerido
que la imagen de la tomografia por emisién de positrones (PET) antes del tratamiento

se podria correlacionar con la respuesta.

3.6.4.1 Estudios de imagen

El estadio TNM no es suficiente para predecir la respuesta53. Los estudios de
imagen son mas prometedores aunque la precision disminuye después de la
neoadyuvancia. El estudio MERCURY (Magnetic Resonance Imaging in Rectal Cancer
European Equivalence Study) evalud la relevancia pronéstica de la RM después de
RQT. De los datos obtenidos parece que el grado de sustitucion del tumor por fibrosis
se correlaciona mejor con la supervivencia que el estadio T después del tratamiento®*®.
Una revision reciente apoya la idea que una combinacion de estudios puede aportar

informacion valiosa antes de la cirugia®*®. Un buen ejemplo es la combinacién de FDG-
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PET-TC y RM-difusién que, con una especificidad del 94% y una sensibilidad del
100%, predice la pCR en 22 CR*.

237 ancontraron 3 variables asociadas con la

Los estudios de Van Stiphout et al
pCR: longitud del tumor, estadio N, y T. La posibilidad de una pCR aumenta en
tumores pequefios con bajos estadios T y N. De los resultados de la PET, hay una
mayor respuesta en tumores con menor diametro maximo, menor N, localizacién mas
alta y menor actividad metabdlica maxima. Con estos datos, se desarrolla un modelo
predictivo basado en datos clinicos y de la PET. En general, el tamafio tumoral en
combinacion con la actividad metabdlica maxima es el conjunto mas predictivo de
respuesta. Los autores sugieren que se podria mejorar el modelo afiadiendo perfiles

genéticos y biomarcadores.

3.6.4.2 Sintomas clinicos

Muchos estudios han evaluado mejoras en la calidad de vida en pacientes que
responden al tratamiento. Varios investigadores han estudiado la correlacion entre la
sintomatologia de la enfermedad y los resultados a largo plazo como la supervivencia

241,242 En un interesante estudio de Park et al **® se

y el intervalo libre de enfermedad
intenta relacionar la sintomatologia de pacientes con CR mediante cuestionarios
protocolizados y su respuesta al tratamiento neoadyuvante (n=54). El estudio
demuestra que de los tres sintomas predominantes (cansancio, dolor y somnolencia) la
mejora en la sensacion de cansancio es un factor predictor independiente de
respuesta. El cansancio, de origen multifactorial, es el sintoma mas frecuente en los

pacientes con cancer y es el que mas interfiere con la vida diaria®**,

3.6.4.3 Antigeno carcinoembriénico (CEA)

En un estudio de Yoon et al *

el analisis multivariante ha encontrado que el
nivel del CEA preoperatorio es el factor predictor comin de downstaging, regresion
tumoral y regresién completa (pCR). De forma interesante, este estudio encuentra que
la hemoglobina previa al tratamiento es factor predictor de downstaging. Sin embargo,

no hay muchos estudios sobre el CEA como marcador de respuesta a RQT. Park et al
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2% encontraron en una serie de 141 pacientes que los niveles del CEA mayores de 5
ng/ml predicen una peor respuesta, en la misma linea que el estudio previamente
citado. Para Moreno Garcia et al **' (n=148) los niveles del CEA menores de 2,5 ng/dl
se asocian a mayor pCR y menos recurrencias. Esta relacion ya se ha visto en otros

38,248 249 demostraron que el factor predictivo de

estudios . Recientemente, Farnault et al
respuesta es el CEA menor de 5 ng/ml. Otros dos factores predictivos se encuentran
en el limite de la significacion: el tamafo tumoral pequefio y el uso de la QT con
capecitabina en vez de 5-FU endovenoso. Consideran que aunque los estudios de IHQ
y genéticos tendran un valor en el futuro, los factores predictivos clinicos no deben ser

obviados.
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Hipdotesis

En los Ultimos afios el tratamiento neoadyuvante con RQT se ha usado de
forma habitual en el CR medio y distal localmente avanzado en base a los resultados

de la evidencia clinica.

La respuesta individual al tratamiento no es uniforme. Sin embargo no existe
ningin método efectivo para predecir qué pacientes responderan al tratamiento. Es de
gran relevancia clinica definir factores que nos puedan predecir la respuesta tumoral al
tratamiento neoadyuvante. Esta informacién seria de gran valor ya que nos permitiria

personalizar el tratamiento y el pronoéstico.

La RT inhibe la proliferacién celular, induce apoptosis e inhibe el crecimiento
tumoral. El tratamiento quimioterapico est4 basado en 5-FU, un antagonista de las
pirimidinas que inhibe la sintesis del ADN y la produccion de ARN. La mayoria de los
estudios se han centrado en moléculas que regulan el ciclo celular, la apoptosis, la
proliferacion y la angiogénesis como potenciales marcadores de quimio y
radioresistencia. Los datos, aunque prometedores, son en ocasiones contradictorios y
no han logrado establecer un marcador 6 grupo de marcadores que puedan indentificar

radioguimiosensibilidad en los canceres rectales.

Los marcadores predictores podrian tener una influencia decisiva en el manejo
clinico y posibilitar a muchos pacientes una cirugia local 6 la simple observacién. A
pesar de los estudios realizados con IHQ, expresion génica, mutaciones vy
polimorfismos, ningln resultado se ha validado para ser incorporado a la practica

clinica.
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Objetivos

Relacion entre la expresion de marcadores moleculares (HER2, BCL-2,
APAF-1, B-catenina, VEGF, p53, ki-67, COX-2, COL11A1) determinados
con inmunohistoquimica (tissue microarrays) y la respuesta al tratamiento

neoadyuvante en el cancer de recto localmente avanzado.

Relaciéon entre marcadores clinicos y patolégicos (Edad, sexo, CEA,
localizacion, grado de diferenciacion, intervalo hasta la cirugia, dosis de
radioterapia) Yy la respuesta al tratamiento neoadyuvante en el cancer de

recto localmente avanzado.

Relaciéon entre la afectacion ganglionar y la respuesta al tratamiento

neoadyuvante en el cancer de recto localmente avanzado.

Valoracion de un modelo de regresion logistica para la prediccion de la
respuesta al tratamiento neoadyuvante en el cancer de recto localmente

avanzado.
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Material y método

I 6.1 Sujetos objeto de estudio

Se revisaron las biopsias endoscépicas diagnésticas de 130 pacientes con
adenocarcinoma de recto localmente avanzado de tercio medio e inferior, tratados con
radioterapia preoperatoria con 6 sin quimioterapia concomitante y cirugia radical en el

Hospital Universitario Central de Asturias entre los afios 2005 y 2011.

I 6.1.1 Criterios de inclusién

El recto se define como la porcién del intestino grueso entre 2 y 16 cm del
margen anal, medido por rectoscopio rigido 6 RM pélvica. La localizaciéon rectal se
subdivide en recto inferior (de 2 a 6 cm), recto medio (de 7 a 12 cm), y recto superior
(de 13 a 16).

Cancer de recto localmente avanzado se define como el tumor que se extiende
a través de toda la pared rectal (T3-4) 6 con afectacion ganglionar (N+), basado en

criterios clinicos y radioldgicos (RM pélvica y/6 ecografia endorrectal, figuras 1-4).

Para el estudio se seleccionaron los pacientes con adenocarcinoma de recto
medio e inferior con evidencia radiolégica de estadio T3-4 y/6 presencia de afectacion
linfatica N1-2 segun la clasificacion TNM de la UICC (International Union Against
Cancer, sexta edicion)®*® (Anexo 1).

I 6.1.2 Criterios de exclusién

Se excluyeron pacientes con cancer de piel y anal, tumores de recto en
estadios T1-2NO, con margen distal en tercio superior, que no recibieron tratamiento
neoadyuvante completo con radioterapia de ciclo largo 6 hubieran recibido radioterapia
previa en la pelvis. También aquellos en los que no se dispuso de registro de biopsia

preoperatoria 6 en los que no se realizé una cirugia radical.
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Figura 1. RM pélvica de neoplasia de recto T3NO (Imagen axial y coronal
potenciada en T2).

Figura 2. RM pélvica de neoplasia de recto T3N1 (Imagen axial y coronal
potenciada en T2).
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Figura 3. RM pélvica de neoplasia de recto T4 (Imagen axial y sagital
potenciada en T2).

Figura 4. Ecografia endorrectal de neoplasia de recto uT3N+.
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I 6.2 Protocolo de tratamiento

I 6.2.1 Estudios de extension

Los pacientes fueron sometidos a anamnesis y exploracion fisica completa,
estudios analiticos y de marcadores tumorales, estudios de extensién con TC téraco-

abdominal, endoscopia, ecografia endorrectal y/6 RM pélvica.

I 6.2.2 Tratamiento neoadyuvante

Los pacientes recibieron radioterapia preoperatoria a nivel pélvico de ciclo
largo (25 6 28 sesiones, dosis total 45 6 50,4 Gy) con 6 sin quimioterapia concomitante
basada en 5-FU.

6.2.2.1 Radioterapia

6.2.2.1.1 Simulacion

Se localiza el tumor a tratar mediante TC que se realiza en la posicion de
tratamiento tras la administracion de contraste oral (gastrografin). Esta posicion es en
decubito prono, sobre un dispositivo que permite alejar el intestino delgado. En ese
mismo acto se coloca un marcador radiopaco en el ano para mejor localizacién. La TC
abarca toda la pelvis, haciendo cortes cada 5 mm. El sistema de laser de centraje es

idéntico al de los aceleradores lineales.

16.2.2.1.2 Planificacion

Las imagenes obtenidas pasan a los planificadores, donde el oncdlogo
radioterapeuta va contorneando el volumen que debe ser irradiado (CTV) y los
diferentes Organos de riesgo: intestino delgado, vejiga, esfinter, genitales, cabezas
femorales, préstata, etc. Se estima el margen del volumen irradiado que debe ser

disefiado para prevenir el movimiento de los organos durante el tratamiento,
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alcanzando el volumen definitivo de irradiacién (PTV 6 Volumen Blanco). Toda la
informacion pasa a la Unidad de Radiofisica, donde se reconstruye en 3 dimensiones y
se disefia el numero de haces de irradiacidon para administrar la dosis en el Volumen
Blanco y limitarla en los érganos de riesgo. El facultativo recibe el plan de tratamiento.
Con la aprobacién del plan, la Unidad de Radiofisica introduce los datos en la red
interna, y los dirige a la maquina (acelerador) donde ha de tratarse (Figura 5). Antes de
pasar a la red tiene dos controles de calidad y antes de poner en marcha el tratamiento
debe ser de nuevo revisado por el médico responsable. El dia del inicio del tratamiento,
se realiza la verificacion con imagenes directas de los campos de irradiacion. Los datos
disimétricos tienen un Gltimo control por los técnicos responsables de la aplicacion del
tratamiento. Posteriormente se realiza un control de imagenes al menos semanal, para

garantizar la reproducibilidad del tratamiento.

6.2.2.1.3 Dosis

Se administran 45 Gy en 25 fracciones de 1,8 Gy cada una (5 semanas, 5
sesiones por semana), al volumen que abarca el tumor primario y todas las cadenas

ganglionares pélvicas a partir de la bifurcacion de las iliacas.

En los casos de 50,4 Gy se finaliza con un campo mas reducido que se cifie al
tumor primario a la dosis de 5,4 Gy en 3 sesiones de 1,8 Gy, administrandose por tanto

una dosis total de 50,4 Gy en 28 sesiones de 1,8 Gy.
Los limites habituales a los 6rganos de riesgo son:

- Intestino delgado: ElI 90 % debe recibir una dosis menor de 25Gy.

- Cabezas femorales: El 90 % debe recibir menos de 35 Gy.

- Vejiga: ElI 90 % debe recibir menos de 45 Gy.

- Prostata: El 90 % debe recibir menos de 50 Gy.

- Esfinter (en tumores de tercio medio-superior): EI 90 % debe recibir menos
de 30 Gy.

- Genitales (en tumores de tercio medio-superior): El 90 % debe recibir
menos de 30 Gy.

- Médula: El 90 % debe recibir menos de 45 Gy.
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6.2.2.1.4 Técnica de irradiacion

Se utilizan habitualmente fotones de 18 MV y técnica de 3 campos: uno
posterior y dos campos laterales (con cufias compensatorias). En algunas ocasiones

se utilizan 4 campos: anterior, posterior y laterales. No obstante, en numerosas

ocasiones, la Unidad de Radiofisica duplica los campos introduciendo los bloqueos

I T
¥

precisos para limitar la dosis en los 6rganos de riesgo.

Figura 5. Planificacién del tratamiento radioterépico.

6.2.2.2 Quimioterapia

El tratamiento quimioterapico esta basado en 5-FU, de forma habitual con
capecitabina oral (Xeloda®) a dosis de 400-425 mg/m”® cada 12 horas durante las

semanas del tratamiento radioterapico incluyendo fines de semana a excepcion de los
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pacientes afnosos 0 “fragiles” en los que se administra de lunes a viernes. Se realizan

controles hematol6gicos quincenales.

I 6.2.3 Tratamiento quirargico

Todos los pacientes fueron sometidos a cirugia radical con escision total del
mesorrecto (TME) con un intervalo variable entre 4 y 12 semanas después de la

finalizacién del tratamiento neoadyuvante (Figuras 6 y 7).

Figuras 6y 7. Piezas de reseccién de recto con escision total del mesorrecto.
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I 6.3 Parametros clinico-patolégicos

Se recogieron las siguientes caracteristicas clinicas e histopatoldgicas previas

al inicio del tratamiento:

- Edad.

- Sexo.

- CEA (ng/ml).

- Estadio TNM (por ecografia endorrectal y/6 RM pélvica).

- Localizacion tumoral (tercio inferior - medio).

- Grado de diferenciacién tumoral (bien — intermedio — mal diferenciado).
- Intervalo hasta la cirugia (en semanas).

- Dosis de radioterapia (45 — 50,4 Gy).

I 6.4 Parametros moleculares (Biomarcadores)

Se realiz6 estudio con inmunohistoquimica (tissue microarrays) en las biopsias

endoscopicas previas al inicio del tratamiento neoadyuvante segun el siguiente panel;

- Regulador del ciclo celular: p53.
- Proliferacion: ki-67.

- Apoptosis: BCL-2 y APAF-1.

- Angiogénesis: VEGF.

- Matriz extracelular: COL11A1.

- Otros: COX-2, B-catenina, HER2.
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I 6.5 Expresion génica. Estudio de inmunohistoquimica

I 6.5.1 Técnicade tissue microarrays

La técnica consiste en tomar un pequefo cilindro de cada bloque (bloque
donante) e insertarlo de forma precisa en un bloque receptor de parafina. El grosor de
los cilindros utilizados es de 1 mm ya que preservan la informacién histologica, son
representativos del tumor, permiten tener en un solo bloque multiples muestras y
producen un dafio minimo en el bloque original. Se seleccionan las &reas mas
representativas del tumor en los cortes de hematoxilina-eosina. Los cilindros de tejido
se introducen en el bloque receptor y la homogeneizacion de la muestra se realiza
mediante calor (Figura 8). Se anota la posicion de cada cilindro, para una facil
identificacién posterior. Se realizan cortes de 4 micras en portas tratados. Se dejan
secar los cortes en estufa a 58°C durante 2-3 horas. Posteriormente se procede al
desparafinado, hidratacion y desenmascaramiento antigénico colocando las
preparaciones en la solucién recuperadora de antigenos con pH alto durante 20
minutos a 95°C en el PTlink®. Se procede a la programacion del tefiidor y tincién
posterior con hematoxilina-eosina, deshidrataciéon con alcohol y xilol, y se cubre con

Entellan.

Se estudié una serie de 130 tumores. Se tomd Unicamente un cilindro (en
algunos casos dos) de cada bloque. El total de casos sin representacion tumoral y los

casos perdidos en el procesamiento se reflejan en la tabla I.
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Figura 8. Aparato utilizado en la elaboracion de los tissue microarrays.

TABLA 1
Casos sin representacion tumoral

y pérdidas en el procesamiento ITHQ

Anticuerpos Anticuerpos

pS3 12 B-catenina 12
COL11A1 10 COX-2 26
HER2 11 APAF-1 12
VEGF 13 Ki-67 11

BCL2 13




652 Anticuerpos
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Para la visualizacion de la reaccion se utilizd el sistema de detecciéon Envision

Flex y el inmunotefiidor

Autostainer Link48 de Dako. Para la realizacion del

HercepTest (HER2) se utiliz6 el Kit SKOO1 de Dako. El resto de los anticuerpos

utilizados se muestran en la tabla Il. El inmunosuero del procolageno COL11A1 ha sido

desarrollado por un equipo colaborador de la Universidad de Oviedo

controles positivos en todos los casos.

TABLA II
Anticuerpos utilizados en el estudio IHQ

251

. Se utilizaron

Anticuerpo
COX-2

APAF-1
DMTX-(COL11A1)
B-catenina

VEGF

BCL-2

pS3

Ki-67

Origen
Dako
Epitomics
Oncomatrix
Dako

Dako

Dako

Dako

Dako

Clon
CX-294
Policlonal
1C8-33
-catenin-1
VG-1

124

DO 7
MIB-1

Referencia
M3617
1038-1

P 0002
IR702
M7273
IR614
IR616
IR626
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 6.5.3 Valoracion de los resultados inmunohistoquimicos

La valoracion morfolégica de las inmunotinciones se realiz6 de forma
semicuantitativa. En el estudio de BCL-2, VEGF, APAF-1, B-catenina y COX-2 se
valord la tincion citoplasmética en las células tumorales (Figura 9). En el estudio del
COL11A1 se valoré la tincion citoplasmética de los fibroblastos del estroma tumoral

(Figura 10). Se consideraron cuatro valores:

- 0: ausencia total de tincion.

- 1:tincién ocasional y débil.

- 2:tincion moderada.

- 3:tincion difusa e intensa en la mayor parte de las células tumorales.

Figura 9. Imagenes de microscopia con tincién citoplasmatica de BCL-2 (a: 10x
débil; b: 40x débil; c: 10x intensa; d:40x intensa).
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Material y método

Figura 10. Imadgenes de microscopia con tincion de fibroblastos del estroma
extracelular del COL11A1 (a: 10x débil; b: 40x débil; c: 10x intensa; d:40x
intensa)

En el estudio del ki-67 y p53 se valoré el nimero de nucleos tefiidos de células

tumorales (Figura 11) en relacion a la siguiente escala:

- 0 (negativo): ausencia total de tincion.

- 1 (débil): tincion ocasional y débil (menos del 20% de células).

- 2 (moderada): tincion de intensidad moderada en un porcentaje de células
entre 20-50%.

- 3 (intensa): tincidn difusa e intensa en la mayor parte de las células tumorales
(més del 50%).
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Figura 11. Imagenes de microscopia con tincién nuclear del p53 (a: 10x débil; b:
40x débil; ¢: 10x intensa; d:40x intensa).

En el estudio del HER2 se valoré la tincién de membrana de la célula tumoral

(Figura 12) en relacion a la siguiente escala:

- 0: Negativo.
- 1: Positivo.

Figura 12. Imégenes de microscopia con tincion de membrana del HER2 (a: 10x
positiva; b: 40x positiva).
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Material y método

Para el estudio estadistico de los resultados inmunohistoquimicos, las
variables se cualificaron en dos grupos, incluyendo casos negativos en un grupo y
casos con cualquier grado de positividad en la tincién en otro, 6 bien considerando un
grupo con casos de negatividad 6 tincién débil y el resto de casos (tincion moderada 6

intensa) en el otro grupo. Estas cualificaciones se resumen en la tabla lll.

TABLA III
Agrupaciones de negatividad y positividad en la IHQ

Anticuerpo i Positivo
pS3 0
COL11A1 0-1-2
HER2 0
VEGF 0
BCL2 0
B-catenina 0
0
0
0

1
e
w

|
IOOJII\)IO[OO.)

COX-2
APAF-1
Ki-67

R NRFR RN~ W
I

I 6.6 Valoracion histologica de la respuesta al tratamiento neoadyuvante

La respuesta a la radioquimioterapia neoadyuvante se basa en la comparacion
del estadiaje clinico-radioldgico previo con el resultado del estudio anatomo-patoldgico.
Se valora la variacion del estadio T (downstaging) y el grado de regresion tumoral
(GRT)

La valoracién de la respuesta tumoral al tratamiento se realiz6 mediante el
estudio morfoloégico de la pieza por 2 patélogos con experiencia que no tienen
conocimiento de otros datos clinicos. La pieza quirdrgica resecada se fija con

formaldehido al 10%, se incluye en parafina y se realizan cortes de 5 micras. Las
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secciones se tifien con hematoxilina-eosina y se usan tanto para la estadificacion TNM

(UICC, sexta edicién, 2002)**° como para la evaluacion del efecto de la RQT.

La respuesta patoldgica completa (pCR) se define como ausencia de células
tumorales en toda la pieza quirdrgica (ypTONO). La disminuciéon de estadio tumoral
(downstaging) se evidencié por el estadiaje TNM. El downstaging se define como la
reduccion de al menos un nivel T (de la clasificacion TNM) medido inicialmente por

ecografia endorrectal y/6 RM pélvica y finalmente por el estudio patoldgico.

Los distintos grados de respuesta (GRT) se clasificaron segun el sistema
adaptado de Mandard et al ® Este sistema se divide en cinco categorias (Figuras 13-
17):

- GRT1, no evidencia de células tumorales, soélo fibrosis (respuesta patoldgica
completa, pCR).

- GRT2, muy pocas células tumorales en el tejido fibrotico (dificiles de encontrar
al microscopio), més del 50% de regresién tumoral.

- GRT3, predominan los cambios fibréticos con escasas células tumorales en
26-50% de la masa tumoral (f&ciles de encontrar).

- GRT4, predominan las células tumorales pero hay fibrosis y/6 vasculopatia en
menos del 25% de la masa tumoral.

- GRT5, ausencia de cambios (sin respuesta).
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Material y método

Figuras 13-17: Grados de regresion tumoral (clasificacién de Mandard)
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I 6.7 Estudio estadistico

Los datos anatomo-clinicos y los resultados inmunohistoquimicos se
relacionaron con los resultados de la respuesta al tratamiento. Para el estudio
estadistico se empleé el programa IBM SPSS Statistics v21 (IBM Corporation, Somers,
NY, USA). Para el andlisis univariante de las variables cualitativas se utilizaron los test
de chi cuadrado (asociaciones) y correlacion de Spearman (correlaciones). Para el
analisis univariante de variables cuantitativas se utiliz6 el test de Mann-Whitney. En el
estudio multivariante se establecieron dos grupos: “respondedores”, que incluyeron los
GRT1 y 2, y “no respondedores” que incluyeron los GRT3, 4 y 5. Para el estudio
multivariante de la regresion logistica se hizo uso de la opcién “Pasos hacia adelante”,
mediante la cual se seleccionan aquellas variables que aportan informacion de manera

independiente al modelo de regresion. Se consider6 significativa una p menor de 0,05.
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/ RESULTADOS







Resultados

I 7.1 Pacientes, caracteristicas clinico-patolégicas y del tratamiento

Se estudid una muestra de 130 pacientes que cumplian los criterios del
estudio. La edad media fue de 67,4 + 10,6 afios (rango 42-86). Respecto a la

distribucion por sexos, 87 son hombres (66,9%) y 43 mujeres (33,1%).

La localizacion tumoral fue 75 en recto medio (57,7%) y 55 en recto inferior

(42,3%). El grado de diferenciacion tumoral se recoge en la tabla IV.

TABLA IV
Grado de diferenciaciéon tumoral

Grado de diferenciacion tumoral

Bien diferenciado 68 52,3
Moderadamente diferenciado 53 40,8
Mal diferenciado 9 6,9

Total 130 100,0

Para el estadiaje previo al inicio del tratamiento esta disponible la ecografia
endorrectal en 119 casos y la RM pélvica en 47. En los primeros afios del estudio la
mayoria de los pacientes son estadiados por ecografia endorrectal. La RM pélvica es
de uso habitual en los afios mas recientes. Los resultados se exponen en las tablas V y
VI. En caso de discordancia entre ambas pruebas (10 casos) se consider6 de
preferencia la RM. ElI marcador tumoral antigeno carcinoembrionico (CEA) estuvo

disponible en 83 pacientes.
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TABLA V
Estadio TN por ecografia endorrectal

Estadio TN
T3N1 53 44,6
T3NO 50 42
T4N1 9 7,6
T4NO 3 2,5
T2N1 3 2,5
T3N2 1 0,8

TABLA VI
Estadio TN por RM pélvica
Estadio TN
T3N1 21 44,6
T3NO 12 25,5
T3N2 4 8,5
T4NO 3 6,4
T4N1 3 6,4
T2N1 2 4,3
T4N2 2 4,3

Recibieron tratamiento completo con radioterapia de ciclo largo todos los
casos, 84 con dosis de 45 Gy y 46 con dosis de 50,4 Gy, por cambio en el protocolo de

Oncologia Radioterpica en 2008.

La mayoria de los casos recibieron quimioterapia concomitante con
capecitabina oral (Xeloda®) (115 casos, 88%). Tres de ellos (2,3%) recibieron ademas
tratamiento neoadyuvante con bevacizumab (Avastl'n®) e irinotecan (CPT-11) por

enfermedad metastasica.

El intervalo medio entre la finalizacion del tratamiento neoadyuvante y la
cirugia fue de 7,1 + 1,1 semanas (rango 5-12). Los procedimientos quirdrgicos estan

recogidos en la tabla VII.
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TABLA VII
Procedimientos quirargicos

Resultados

Procedimientos quirargicos
Reseccion anterior baja
Amputacion abdomino-perineal
Operacion de Hartmann

Proctocolectomia total

55

47

25

42,3
36,2
19,2

2,3

I 7.2 Estudio de larespuesta al tratamiento neoadyuvante

La media de ganglios estudiados en la pieza quirdrgica fue de 9,4 + 6,04

(rango 0-38). Se observé respuesta patologica completa (pCR), ypTONO (GRT1), en 19

casos (14,6%) mientras que otros 18 (13,8%) presentaron sélo escasa enfermedad

maligna residual en la pared rectal (GRT2). Se registr6 disminucion del estadio T (T-

downstaging) en 63 pacientes (48,5%), y hubo progresién del estadio tumoral en un

solo caso. El estadiaje TNM postoperatorio se refleja en la tabla VIII.

El estudio del grado de regresion tumoral (GRT) esta recogido en la tabla IX.
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TABLA VIII
Estadio TN postoperatorio (ypTN)

Estadio TN
TONO 19 14,6
T1NO 10 7,7
T2NO 21 16,2
T3NO 38 29,2
T4NO 2 1,5
TON1 3 2,3
T2N1 6 4.6
T3N1 16 12,3
T4N1 3 2,3
T3N2 11 8,5
T4N2 1 0,8

TABLA IX
Grado de regresion tumoral (Mandard et al)

1 19 14,6
2 18 13,9
3 39 30,0
4 41 31,5
5 13 10,0




Resultados

I 7.3 Estudios de inmunohistoquimica

Los resultados de las inmunotinciones de las muestras estan reflejados en la
tabla X.

TABLA X
Clasificacion de inmunotinciones

Inmunosueros

pS3 41 18 15 44
COL11A1 39 27 18 36
HER2 108 11 - -
VEGF 24 38 28 27
BCL-2 64 43 9 1
B-catenina 2 9 14 93
COX-2 56 23 16 9
APAF-1 2 10 28 78
Ki-67 5 25 25 64
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I 7.4 Biomarcadores moleculares y respuesta (GRT)

Hemos encontrado correlacion significativa entre la negatividad de la expresion
de Bcl-2 (p=0,005), B-catenina (p=0,027), VEGF (p=0,048) y APAF-1 (p=0,003) y una
mejor respuesta (GRT) en el analisis univariante. Con el resto de parametros

estudiados no se ha encontrado correlacién (Figuras 18-26).

Figura 18. Correlacion entre p53 y GRT
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Resultados
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Figura 19. Correlacion entre el procolageno COL11A1Y
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Figura 20. Correlacion entre HER2 y GRT
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Figura 21. Correlacion entre VEGF y GRT
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Resultados
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Figura 23. Correlacion entre B-catenina y GRT
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Figura 24. Correlacion entre COX-2 y GRT
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n2 de casos

Figura 25. Correlacion entre APAF-1 y GRT

40

p=0,003

35

30

25

20

H APAF1-

15

i APAF1+

10

GRT

n2 de casos

Figura 26. Correlacion entre Ki67 y GRT
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Resultados

I 7.5 Biomarcadores moleculares y respuesta (T-downstaging)

Hemos encontrado asociacion significativa entre la negatividad en la expresion
de VEGF y una buena respuesta (T-downstaging) (p=0,034). Con el resto de

pardmetros moleculares estudiados no se ha encontrado asociacion (Figuras 27-35).

Figura 27. Asociacion entre p53 y T- downstaging
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Figura 28. Asociacion entre el procolageno COL11A1
y T- downstaging
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Figura 30. Asociacién entre VEGF y T-downstaging
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Figura 31. Asociacion entre BCL2 y T- downstaging
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Figura 32. Asociacion entre B-catenina y T-downstaging
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Figura 33. Asociacion entre COX2 y T-downstaging
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Resultados

N2 de casos

Figura 34. Asociacion entre APAF1 y T-downstaging
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Figura 35. Asociacion entre Ki67 T-downstaging
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I 7.6 Caracteristicas clinico-patologicas y respuesta (GRT)

No se ha encontrado correlacion con diferencias significativas entre la edad,
sexo, intervalo hasta la cirugia, localizacion tumoral, CEA, dosis de radioterapia y
respuesta al tratamiento (GRT). El grado de diferenciaciéon tumoral si es un marcador
predictor de respuesta en el estudio univariante. Los tumores bien diferenciados

responden mejor al tratamiento neoadyuvante (p<0,001) (Figuras 36-40).

Figura 36. Correlacion entre sexo y GRT
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Figura 37. Correlacion entre localizacién tumoral y GRT
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Figura 38. Correlacion entre niveles de CEA y GRT
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Figura 39. Correlacion entre dosis de radioterapia y GRT
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Resultados

I 7.7 Caracteristicas clinico-patoldgicas y respuesta (T-downstaging)

De forma similar a la valoracion de la respuesta con el GRT, no hemos
encontrado asociacion con diferencia significativa entre la edad, sexo, intervalo hasta
la cirugia, localizacién tumoral, CEA, dosis de radioterapia y T-downstaging. El grado
de diferenciacién tumoral si es un marcador predictor de respuesta en el estudio
univariante, los tumores bien diferenciados responden mejor al tratamiento
neoadyuvante (p<0,001) (Figuras 41-45).

Figura 41. Asociacion entre sexo y T-downstaging
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Figura 42. Asociacion entre la localizacién tumoral y
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Figura 43. Asociacion entre niveles de CEA y T- downstaging
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Figura 44. Asociacion entre dosis de radioterapia 'y
T- downstaging
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Figura 45. Asociacion entre el grado de diferenciacion
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I 7.8 Afectacion ganglionar y respuesta (GRT)

Como se ha comentado previamente, la media de ganglios estudiados en la
pieza quirdrgica fue de 9,4 + 6,04 (rango 0-38). Se observo respuesta patolégica
completa (pCR), ypTONO (GRT1), en 19 casos (14,6%) mientras que otros 18 (13,8%)
presentaron sélo muy escasa enfermedad maligna residual en la pared rectal (GRT2).
Estos dos grupos se consideraron como “respondedores” al tratamiento neoadyuvante.
Se registré disminucion del estadio T (T-downstaging) en 63 pacientes (48,5%), y hubo
progresion del estadio tumoral en un solo caso. Los resultados del estadiaje
preoperatorio por ecografia endorrectal y/6 RM pélvica estan recogidos previamente
(tablas V y VI), asi como el estadiaje TNM postoperatorio que esta detallado en la tabla
VIII.

Se diagnosticd afectacion ganglionar preoperatoria en 77 pacientes (59,2%),
71 de ellos N1 y 6 N2. La afectacion ganglionar postoperatoria se observé en 41
pacientes (31,5%), 29 N1 y 12 N2, mientras que los 89 restantes fueron NO (68,5%).

Los resultados de la respuesta al tratamiento (GRT) se mostraron en la tabla IX.

De los 37 pacientes considerados como “respondedores” (GRT1 y 2), sélo
hubo 4 (10,8%) con afectacion ganglionar (N+), y el resto (89,2%) NO. En el grupo de
los “no respondedores” (GRT3, 4 y 5) se encontraron 37 casos N+ (39,8%) y 56
(60,2%) de NO (p<0,001) (Figura 46).
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Figura 46. Afectacion ganglionar y GRT
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I 7.9 Anélisis multivariante

Para el estudio multivariante de la regresion logistica se han utilizado las
variables clinico-patolégicas edad, sexo, localizacion tumoral, y grado de diferenciacion
tumoral. Respecto a los biomarcadores, se seleccionaron COL11A1, VEGF, BCL-2, B-
catenina, y APAF-1, que son aquellos donde hay significacion 6 cerca de la
significacion en relacién con el GRT, haciendo uso de la opcién “Pasos hacia
Adelante”, mediante la cual se selecciona aquellas variables que aportan informacién
de manera independiente al modelo de regresion. En el caso de la respuesta GRT las
variables introducidas en el modelo como significativas han sido el grado de

diferenciacion tumoral y BCL-2, como se puede ver en la tabla adjunta (Tabla XI).

CR EE Wald | GL | Sig Exp (CR)

Grado de

Paso1 |diferenciacion 10,834 2 0,004
Bien -0,762 | 0,857 0,790 1 0,374 0,467
Moderado 1,006 | 0,944 1,135 1 0,287 2,733
Constante 1,099 | 0,816 1,810 1 0,178 3,000
Grado de

Paso 2 |diferenciacién 11,264 2 0,004
Bien -0,990 | 0,878 1,272 1 0,259 0,372
Moderado 0,832 0,957 0,757 1 0,384 2,299
BCL-2 (+) -0,946 | 0,472 4,020 1 0,045 0,388
Constante 1,851 0,916 4,080 1 0,043 6,364

Tabla XI. Estudio multivariante de la regresion logistica (CR: Coeficiente de
regresion; EE: Error estandar; GL: Grados de libertad; Sig: Significacién; Exp:
Exponencial).
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Resultados

Como se puede apreciar en el paso 2 de la tabla anterior, los errores estandar

de los coeficientes de las variables son en algunos casos elevados, esto es debido al

namero pacientes incluidos en el modelo. Con estos resultados es matematicamente

posible calcular la probabilidad de que la variable dependiente, GRT, adquiera el valor

2 (no respondedores), utilizando la siguiente ecuacion:

P(GRT=2) =1/ (1+exp(1,851 — 0,99*Bien diferenciado + 0,832*Moderadamente
diferenciado — 0,946*BCL-2(+) ))

En estas condiciones se obtienen las siguientes probabilidades en funcion de

las diferentes combinaciones de las variables prondstico (Tabla Xll). Con este modelo

de regresion logistica se puede predecir en un 72% correctamente la respuesta al

tratamiento neoadyuvante.

Moderadamente Probabilidad

Bien diferenciado diferenciado BCL-2 (+) GRT=2

Si No Si 0,52

No Si Si 0,15

No No Si 0,29

Si No No 0,3

No Si No 0,06

No No No 0,14

Tabla XII. Diferentes combinaciones de las variables prondstico.
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8 DISCUSION







Discusion

Los avances mas importantes en el manejo del CR han surgido después de
valorar la importancia de los patrones de diseminacion del céncer, los planos

252-254

anatomicos, la inervacién y los margenes negativos . El desarrollo de la técnica

quirargica (TME) y la preservacién nerviosa autonémica han mejorado el control local y

los resultados funcionales™ ** #*°

. Con los avances en el diagnostico por imagen
hemos progresado en la identificacién de la necesidad de tratamientos neoadyuvantes
y adyuvantes. También ha habido mejoras en la valoracion patoldgica de la pieza
resecada, definiendo de forma detallada los planos anatémicos: el plano mesorrectal
(correcto), intramesorrectal (parcialmente correcto) 6 intramuscular (incorrecto). El

plano quirdrgico adecuado es un factor prondstico importante que disminuye la RL**

% | a aceptacion de la cirugia laparoscépica en el CR no es atn habitual como en el
cancer de colon, ya que en algunos estudios las tasas de CRM positivo parecen
incrementarse®’ y los resultados funcionales empeorar®’, aunque no se han
demostrado diferencias en control local y metastasis a distancia en seguimientos de 3

y 5 afios?! %,

A pesar de los avances en la técnica quirdrgica, hay casos de CR donde la
cirugia como Unico tratamiento no puede lograr un CRM negativo. Estos casos son
tumores que invaden estructuras vecinas (T4) donde la neoadyuvancia esta indicada.
El mayor campo de discusion es determinar la necesidad de neoadyuvancia en casos
donde el tumor no esté fijo pero tienen alto riesgo de RL, como tumores con afectacién
ganglionar (N+) 6 enfermedad que afecta 6 esti en intima relacion con la fascia
mesorrectal. El tratamiento convencional para tumores localmente avanzados,
clinicamente resecables (T3 y/6 N+) es la neoadyuvancia. Nuestra capacidad de
identificar la N+ esta limitada, lo que nos lleva a sobretratar posiblemente al 15-20% de
los pacientes, como muestra el estudio aleman®™, ¢ infratratar a un 20-30%. De forma
similar, el estudio preoperatorio con RM de alta resolucién con interpretacion por
radiélogos expertos puede ayudarnos a seleccionar pacientes que iran bien con cirugia

So|a258-260

. Con una tasa global de RL del 6-10% para la mayoria de los CR con una
Optima cirugia, el nimero de casos necesarios que hay que tratar con RT para prevenir
una RL varia entre 10 y 18 pacientes. El subgrupo de pacientes con CR de bajo riesgo
tiene una posibilidad de RL inferior al 4% vy, por tanto, un tratamiento limitado parece

justificado. El riesgo de RL en los casos de CR avanzados es entre 8-20%.
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I 8.1 Neoadyuvanciay respuesta completa

El tratamiento neoadyuvante de RT con QT basada en 5-FU seguido de cirugia

con TME se considera el tratamiento estandar del CR localmente avanzado'®*?.

Incluso con TME, la terapia neoadyuvante mejora los resultados clinicos en pacientes
con CR. En los udltimos afios, al menos 7 estudios en fase Il han evaluado el papel de

la RT*". La biologia del tumor parece jugar un papel fundamental en la respuesta al

24,53

tratamiento . Tres estudios randomizados muestran que la adiciéon de QT a la RT en

el tratamiento neoadyuvante mejora el control local™" %

y la supervivencia global y
libre de enfermedad®®. Aunqgue los mecanismos responsables de la respuesta a RQT
no estan completamente comprendidos, la diana Gltima de la radiacién es el ADN y los
agentes quimioterapicos aumentan su eficacia alterando el ciclo celular®®. Las tasas
de respuesta a RQT son muy variables. Alrededor del 15-40% de los pacientes son

119,132 Nuestros resultados estan

resistentes, mientras que 5-30% muestran una pCR
en esa linea. El estadio patol6gico y el GRT tienen un impacto prondstico significativo.
Varios estudios relacionan el GRT con la supervivencia libre de enfermedad aunque

49285 F| GRT se ha estudiado de forma

s6lo la pCR esta claramente correlacionada
extensa. Rodel et al * analizaron 385 casos y encuentran diferencias significativas
cuando agrupan GRT 2 y 3, pero no cuando se estratifican por estadio patoldgico, lo
que ofrece dudas sobre la significacion exacta de este factor. Losi et al % en 106
pacientes encontraron diferencias sélo cuando agrupan GRT 3 y 4, aunque hay una
tendencia hacia una mejor supervivencia libre de enfermedad cuando el GRT esta

247

estratificado por estadio patolégico. Moreno Garcia et al encontraron que tanto la

supervivencia libre de enfermedad como la supervivencia global mejoran
significativamente con un mayor GRT. Sin embargo, la correlacion de la respuesta a la
RQT preoperatoria y los resultados posteriores de RL y supervivencia es adn

controvertida 267 268,

En nuestra serie hemos encontrado una pCR del 14,6%. Los pacientes con

PCR tienen mejor prondstico, con un excelente control local y mejor supervivencia libre

de enfermedad independientemente de su estadio TN previo™" 9 266 269-271

272

. Capirci et al
revisan una larga serie de 566 casos en 61 centros de pacientes con pCR y

encuentran mejor prondstico en este grupo. Sin embargo, una tasa de metastasis a
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distancia de 30-40% siguen siendo un problema importante. Por tanto, uno de los
desafios futuros sera integrar terapias sistémicas mas efectivas en los programas de

273, los

tratamiento. En una revision sistematica de estudios randomizados relevantes
autores concluyen que la administracion de QT adyuvante en pacientes con RQT
previa no esta basada en la evidencia. Existen estudios con QT de induccién (CAPOX)
seguida de RQT vy cirugia. Aunque los resultados de resecciones RO, pCR,
downstaging y GRT son similares que con RQT convencional, la tolerancia al
tratamiento es mayor que en la adyuvancia y el 92% de los pacientes completan el

tratamiento?”.

Algunos autores consideran que en los pacientes con pCR, la adicién de

cirugia puede que no aporte nada al tratamiento®® *°.

En este entorno, los
biomarcadores pueden ser herramientas adicionales que nos permitan seleccionar
pacientes para terapias mas conservadoras. En algunos pacientes seleccionados con
cCR, la cirugia local se ha sugerido como una alternativa, con resultados oncolégicos

similares®” 2™ 276,

Existen una serie de grupos en la actualidad estudiando la
posibilidad de tratar el CR donde se consigue una cCR con escision local u
observacion. El American College of Surgeons Oncology Group termind recientemente

un estudio de RQT antes de escision local para CR en estadio T2NO %’

Y la
observacion (wait and see approach) en grupos seleccionados se esta realizando en
algunas instituciones®’. El aplazamiento de la cirugia en pacientes con cCR también se
estd estudiando de forma prospectiva por el National Cancer Research Network

americano en colaboracion con la Pelican Cancer Foundation del Reino Unido.

Una de las grandes dudas cuando se realiza cirugia local es el estado
ganglionar. Algunos estudios indican diferencias en la respuesta entre el tumor y los

ganglios del mesorrecto®’® %'

. Segun datos de la literatura, la proporcion de ganglios
afectos en pCR parece baja, con una mediana de 7%, variando entre 2 y 11%**. El
riesgo de metastasis ganglionares en ypTO-1 es alrededor del 7% comparado con el
30% para ypT2-4 (rango 23-37%). En nuestra serie hemos encontrado una afectacion
ganglionar del 9,4% en ypTO-1, 22,2% en ypT2 y 43,7% en ypT3-4. Por lo tanto, la
identificacién de criterios predictivos relacionados tanto con el tumor primario como con
los ganglios parece ser de importancia para poder seleccionar pacientes para cirugia

local.
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Actualmente muchos estudios se centran en la cCR después de
neoadyuvancia. Sin embargo, existe una pobre correlacion entre la respuesta clinica y
la patolégica. La pCR no se puede identificar de forma precisa ni por examen clinico ni
radiologico y, en la mayoria de las veces, se realiza con datos subjetivos de la

278.281 para Guillem et al 2%

exploracion el tacto rectal tiene s6lo una precision del 21%
para predecir una cCR. Segln el grupo de Habr-Gama *' la reevaluacién usando
endoscopio y la ausencia de Ulcera residual 6 biopsia positiva se considera cCR. Hiotis

et al 2"°

comunicaron un analisis de 488 pacientes usando tacto rectal y endoscopio 6
ecografia endorrectal con una precision del 25%. Muchos tumores tenian invasién en
la pared 6 afectacién ganglionar. Las biopsias después de la neoadyuvancia tienen
unas tasas bajas de prediccion de pCR. En el grupo del MD Anderson Cancer Center
llegan al 36%°%. Las biopsias superficiales pueden inducir errores por la
heterogeneidad tumoral. Respecto a estudios radioldgicos, la precisién de la RM
disminuye marcadamente después de la neoadyuvancia283. Sin embargo, con la
combinacion de rebiopsia y hallazgos endoscépicos se puede aumentar la tasa de

prediccion de pCR. En un estudio reciente, Kuo et al %**

(n=166) evaltan, después del
tratamiento, 3 parametros: RM (presencia de tumor, engrosamiento asimétrico de la
pared), colonoscopia (presencia de tumor, Ulcera, cicatriz fibrosa) y rebiopsia, que
siempre se realiza durante la endoscopia. De los 166 pacientes, 117 tienen biopsia
negativa (70%) pero solo 25 tienen pCR en la pieza resecada (15%). En este estudio,

la adicion de la RM no mejoran los resultados.

En relacion con estudios de imagen, la PET con 18F—fluorodeoxiglucosa (FDG-
PET/TC) ofrece imagenes funcionales que hacen que sea un método muy sensible
para la estadificacion y reestadificacion de varios tipos tumorales, incluyendo el CCR,
pero no puede distinguir bien una respuesta mayor de una respuesta completa. Dos
metaandlisis han demostrado que la ecografia, TC y RM son muy precisas en la
estadificacion inicial del CR*> ?®°: sin embargo, para la reestadificacion después de
RQT, la precisién disminuye de forma importante a 30-60%, en parte por la presencia
de masa por fibrosis y/6 edema. Capirci et al 287 (n=44) encuentran que la FDG-PET
demuestra su potencial utilidad como un procedimiento diagndstico complementario
para la evaluacién de la respuesta a RQT. En un estudio de Cascini et al*®® en 33
pacientes con CR, los cambios de la FDG-PET obtenidos 12 dias después del inicio de

RQT se relacionaron con la respuesta.
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Una cCR no siempre se asocia con una pCR, por lo que un perfil de
biomarcadores nos podria ayudar a identificar un grupo de pacientes que casi con toda
seguridad no van a alcanzar pCR, y se excluirian directamente de terapias

10 han identificado mutaciones

conservadoras. En esta linea, Garcia Aguilar et al
genéticas y polimorfismos que se asocian individualmente a resistencia para lograr una
pCR. Encuentran que una combinacion de ellos identifica un subgrupo de pacientes

que no alcanzaran pCR con un alto grado de exactitud.

I 8.2 Marcadores clinico-patolégicos y respuesta

Entre los estudios que han analizado las caracteristicas clinico-patoldgicas del
paciente y el tumor, en la mayoria de ellos no se han identificado correlaciones®®,

mientras que en otros se ha visto asociaciéon con el grado histolégico 6 el tamafio

|68, 289

tumoral En la mayoria donde constan, el estadio T y N inicial, el grado de

diferenciacion, la edad y el sexo no son factores predictores'?® 2*

. Sin embargo,
algunos de ellos pueden tener influencia en el riesgo de RL, como el tamafio tumoral 6
su extension circunferencial. El grado de afectacién de la circunferencia rectal y la
distancia al margen anal se han relacionado con la respuesta tumoral, pero los

236, 245

resultados son contradictorios . Nosotros no hemos encontrado asociacién entre

el intervalo hasta la cirugia y la respuesta, pero algunos autores han demostrado que

un intervalo superior a 8 semanas se asocia a mayor tasa de pCR*" 2%,

Janjan et al %% 2%

(n=117) observaron que el Gnico factor predictivo de
respuesta completa era el tamafio tumoral y que dicha respuesta era predictiva de
mejor supervivencia global. En nuestro estudio hemos encontrado una buena
respuesta (GRT1-2) en 28,5% y T-downstaging en 48,5%. No hemos encontrado
correlacién con los parametros clinicos estudiados a excepcion del grado de

291, no encontraron correlacion

diferenciacion tumoral. En la misma linea, Farkas et al
con parametros clinicos ni radioldgicos previos al tratamiento, y un 48% mostraron una
buena respuesta (GRT1-2). Molinari et al ** (n=51) tampoco encontraron correlacion

entre la respuesta y los parametros clinicos estudiados.
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La elevacion preoperatoria del CEA se asocia en CCR con mayor riesgo de
recaida y peor prondstico’®’. El valor predictivo del CEA sérico como marcador de
respuesta a la neoadyuvancia en el CR ha sido evaluado en varios estudios. Farnault

249

et al “ (n=168) encontraron una tasa de pCR de 19% y downstaging de 56%. El factor

predictivo de respuesta fue el CEA menor de 5 ng/ml. Esta relacién también ha sido

247, 248. Lee et al 295

observada por otros encontraron diferencia significativa entre los
niveles de CEA en analisis univariante, con mejor respuesta si el CEA es menor de 5
ng/ml (20,5 vs 6,1%, p=0,01). Otro conflicto surge del nivel de corte del CEA sérico, ya
que algunos proponen 5 ng/ml y otros 2,5 ng/ml. Park et al con 141 pacientes®*®,
encontraron asociacion entre niveles mayores de 5 ng/ml y peor respuesta. Los
resultados del estudio de Yoon et al ** estan en la misma linea tanto en el analisis
univariante como multivariante. Posiblemente en la mayor serie de la literatura donde
se estudiaron factores predictores basicamente clinicos (n=562) sea la de Das et al 236,
Encontraron un 19% de pCR, 20% de tumor residual microscopico, y 57% de
downstaging. En el analisis univariante, el nivel de CEA mayor de 2,5 ng/ml y la
afectacion circunferencial mayor del 60% se asociaron a peor respuesta. También la
distancia al margen anal mayor de 5 cm se asocia a peor downstaging. En el andlisis
multivariante sélo la afectacion mayor del 60% fue un factor independiente de mala

respuesta. Para Moreno Garcia et al >’

(n=148), los niveles de CEA menores de 2,5
ng/dl se asociaron a mayor pCR y menos recurrencias. Estos autores consideran este
nivel de corte mas util para su uso en la practica clinica habitual. Nosotros hemos
estudiado el nivel de CEA y su posible asociacion con la respuesta y no hemos
encontrado resultados significativos en ningan nivel de corte (2,5 y 5 ng/ml). El nivel de
CEA puede cambiar con el tratamiento. En ocasiones disminuye en relacion a la
disminucién de la masa tumoral; en otras ocasiones puede aumentar. Sobre estos
cambios hay pocos estudios. Park et al % han encontrado que el mantenimiento del
nivel de CEA alto es un factor de riesgo de recurrencia sistémica. Larsen et al *°’
encuentran menor RL en los pacientes con disminucién del CEA después de

248

neoadyuvancia. Pérez et al mostraron que la disminucion del nivel de CEA hasta

nivel normal después del tratamiento se asocia con mejor supervivencia, pero no la

2% Incluso con

simple disminucion, de acuerdo también con el estudio de Isihara et al
NO, los pacientes con CEA elevado después de neoadyuvancia tuvieron alto riesgo de
recurrencia. En este estudio la supervivencia no se asocia al T-downstaging ni al grado

de regresion.
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Los estudios de imagen para la estadificacion del CR han pasado de centrarse
exclusivamente en la determinacién del TNM a tratar de definir una serie de factores
prondsticos: profundidad de afectacion mural/extramural, distancia al margen
mesorrectal, afectacién ganglionar, vascular, peritoneal 6 del complejo esfinteriano”.
La realidad tumoral representa modelos patolégicos muy complejos y variables y
muchas de estas caracteristicas pueden ser evaluadas mediante técnicas de imagen
funcionales 6 moleculares. Los tumores T3 son muy heterogéneos. No debemos
confundir la fascia mesorrectal con el CRM (definido después de la cirugia). La
invasién vascular extramural se encuentra presente hasta en un 30%. La estadificacion
ganglionar por medios de imagen es muy limitada. Algunas técnicas de imagen
moleculares y funcionales disponibles supondrian un complemento a la evaluacién
morfolégica: angiogénesis (perfusion-TC 6 RM-dinamica), celularidad (RM-difusion) y
metabolismo celular (PET). En la evaluacion de la respuesta al tratamiento, tanto la
perfusion-TC como la RM-dindmica muestran cambios en sus parametros y parecen
capaces de evaluar de modo precoz la respuesta tumoral a farmacos. La RM-difusién
se presenta como una técnica emergente, proporciona informacion biolégica sobre

300

distintos factores como la densidad celular y otros™. En el CR las imagenes han

mostrado su utilidad en la delimitacion del volumen tumoral y unos de sus principales

campos de aplicacion seria predecir la respuesta al tratamiento®*

. La PET presenta
una pobre resolucién espacial. La PET/TC ha mostrado utilidad en el diagndstico,
seguimiento, deteccion de recurrencias y metastasis. Sus limitaciones en el CR estan
en tumores pequefios, mucinosos O necréticos con poca actividad metabdlica que
pueden ser falsos negativos y procesos inflamatorios que pueden causar falsos
positivos. La PET con uso de FDG 6 fluorotimidina (radiotrazador para estudio de
proliferacion celular) podria permitir una evaluacion precoz de la respuesta®?, lo que
abriria una puerta a su uso en el CR. Publicaciones mas recientes han establecido la
importancia de combinar la informacién de distintas técnicas para una mejor

comprension de la biologia tumoral®®® %%

. Uno de los puntos centrales en el CR es la
respuesta a la neoadyuvancia. Las técnicas convencionales aportan una evaluacion
limitada y poco correlacionable con los hallazgos patoldgicos. Las técnicas combinadas
(imégenes multiparamétricas) podrian representar una opcion mas adecuada. En un

estudio de 35 pacientes, Jung et al 305

demuestran que el volumen tumoral y el
porcentaje de disminucion de este volumen difieren significativamente entre

respondedores y no respondedores. El valor del coeficiente de difusién aparente (ADC)
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antes del tratamiento, que proporciona informacion en relacion a la celularidad tumoral
y la integridad de las membranas celulares, fue significativamente menor en

respondedores.

El estadio ypT y el ypN es el factor predictor de resultados mas importante en el
CR. La invasion linfatica y vascular, la afectacion de la circunferencia, la distancia al

margen anal y otros como los niveles de hemoglobina, son ejemplos de factores

clinicos y patolégicos que han mostrado resultados conflictivos®®®. Guedj et al **

(n=40) encontraron que los tumores de los pacientes respondedores son con mayor

frecuencia planos con 6 sin ulceracién y con menos invasion vascular, neural y menos

307 308 _:
| | Si

necrosis. Estos datos estan en linea con los de Ratto et al . Bouzorene et a n

embargo encontraron que los tumores con mayor necrosis tienen mayor regresion.
Berger et al % encuentran gque la RT es mas efectiva en pacientes con
adenocarcinomas bien diferenciados, en la misma linea que nuestros hallazgos.

309

También en el estudio de Suzuki et al se encuentra una tendencia, pero sin

significacion estadistica (p=0,06).

I 8.3 Marcadores moleculares y respuesta

Los parametros que condicionan el tratamiento preoperatorio se basan en el
estudio de extension de la enfermedad, pero no tienen un impacto predictivo en la
respuesta. Los estudios gendmicos y protedmicos nos permiten el reconocimiento y
ayudan a mejorar la comprensién de la heterogeneidad tumoral. Es légico postular que
las tecnologias moleculares nos llevaran al desarrollo de mejores modalidades de
screening y tratamientos individualizados. Existen diferencias intrinsecas en lo
referente a la radiosensibilidad y el conocimiento de sus bases bioldgicas nos puede
ayudar a desarrollar pruebas predictivas y nuevas estrategias de tratamiento. La
identificacién prospectiva de los pacientes que responderan al tratamiento puede
disminuir significativamente la morbilidad al evitar tratamientos innecesarios en
tumores radioresistentes y se pueden intentar de manera mas temprana otras
alternativas de tratamiento. Seria muy beneficioso poder disponer de un panel de

biomarcadores para poder ofrecer un tratamiento oncolégico mas personalizado.
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Existen gran nimero de biomarcadores estudiados en la literatura, aunque algunos de
ellos solo estan publicados en estudios Unicos 6 con pocos casos. Actualmente el
impacto de los biomarcadores predictivos es limitado y no existe un marcador en el

tejido, como recomienda el European Group on Tumour Markers **°.

La mayoria de los estudios emplean marcadores por IHQ en las biopsias
diagnésticas. Una de las mayores ventajas es que se almacenan durante afios en los
Departamentos de Anatomia Patolégica, lo que permite su estudio de forma accesible
a la vez que los datos clinicos. De esta forma se han estudiado gran variedad de
marcadores con resultados limitados. La mayoria de los estudios son retrospectivos y
de una sola institucién. Estos resultados deben interpretarse con precaucion por las
distintas metodologias utilizadas. Hay mucha variabilidad en las valoraciones
patoldgicas y en los protocolos de tratamiento neoadyuvante, aunque lo mas habitual
es QT basada en 5-FU y 45-50,4 Gy de irradiacién pélvica como en nuestro estudio.
Posiblemente los mecanismos de la respuesta al tratamiento sean multiples y un solo
marcador no pueda reflejar esta complejidad. Técnicas como los tissue microarrays
pueden minimizar las variaciones®. Una técnica alternativa, el cDNA microarray®,
permite analizar miles de genes y secuencias cortas de ADN. La identificacion de
diferencias de expresion génicas puede ser de utilidad para predecir la respuesta
tumoral. En esta linea esta el estudio de Ghadimi et al . La limitacién de esta técnica
es que precisa muestras frescas. Otro problema es que las muestras también incluyen
estroma, vasos, linfocitos, etc, que son fuentes potenciales de error. También estan
descritas técnicas de microdiseccion con laser para el estudio de las células tumorales
y cada vez hay mas evidencia de que la matriz extracelular esta involucrada en el
comportamiento tumoral®*?,

Otras limitaciones se encuentran con la toma de biopsias endoscopicas, ya que
no se puede garantizar que el aspecto superficial del tumor pueda reflejar toda su
biologia. Por otro lado hay evidencia de que la respuesta tumoral a la radiacién es
dinamica con variaciones en la regulacion de genes incluso en etapas tempranas del

tratamiento**

. El problema de tener que realizar biopsias seriadas es que se trata de
un procedimiento invasivo y molesto. Por ello, métodos no invasivos de monitorizacién
de la respuesta pueden ser interesantes, como el uso de RM con técnicas de difusion

que pueden predecir respuestas temprana3315.
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La IHQ se usa de manera extendida en el diagnostico molecular y ofrece la
ventaja de su facil aplicacion en la préactica clinica. La subjetividad de los métodos de
evaluacion es una limitacién, sin embargo la valoracién semicuantitativa como
porcentaje de células con positividad, método utilizado en nuestro estudio, se ha

3% Otro motivo de

demostrado como muy reproducible entre distintos observadores
discrepancia es el limite de corte seleccionado para asociar la positividad de los
marcadores con la respuesta. También hay variaciones en los sistemas para evaluar la
IHQ de cada biomarcador. En muchos estudios se mide un indice de
inmunorreactividad (immunoreactive score, IRS) que combina el porcentaje de células
tefiidas (0-4) y la intensidad de la tincion (0-3). Algunos estudios establecen un IRS de
4 para alta expresion, mientras otros lo consideran a partir de 5. Nosotros hemos
seleccionado los limites de corte buscando diferencias que nos ayudaran a discriminar

pacientes respondedores y no respondedores.

La mayoria de los factores predictivos estudiados se han basado en

parametros histopatoldgicos®® 2 2%% 317

. La respuesta al tratamiento esta asociada a
diversos factores relacionados con el paciente, el tumor y el tratamiento. Los
biomarcadores mas estudiados en la literatura son seis: p53, EGFR, TS, ki-67, p21 y
Bcl-2/BAX. En el panel estudiado por nosotros, hemos encontrado correlacion
significativa entre la negatividad en la expresion de Bcl-2 (p=0,005), B-catenina
(p=0,027), VEGF (p=0,048) y APAF-1 (p=0,003) con una buena respuesta (GRT1-2) en
el andlisis univariante. Con el resto de pardmetros moleculares no se ha encontrado

correlacion.

El p53 es el biomarcador molecular mas estudiado. Sin embargo, existen

pocos estudios donde se encuentre un valor predictivo al p53. En la mayoria de

53, 290

estudios con IHQ, en linea con el nuestro, no se encontré relacién . En el proceso

de apoptosis, el papel del p53 esta ligado a la presencia de otros genes como ciclina
D1 y quinasas ciclin-dependientes (CDK). La ciclina D1, involucrada en la

transformacion durante el ciclo celular, actia como un factor proapoptotico, aunque su

129, 318

papel no esté probado en el CR . En algunos estudios con secuenciacion génica,

el genotipo p53 mutado se asocia significativamente a radioresistencia® *°, aunque

otros autores no encuentran esta relacién320

. En general la deteccion de la proteina
p53 por IHQ se considera mutante ya que la no mutada (wild type) se produce en

pequefas cantidades y tiene una vida media menor. La determinacion por ssCP (single
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strand conformational polymorphism) permite la diferenciacién entre el gen mutado y
no mutado. La presencia del p53 no mutado se relaciona de manera repetida con radio
y quimiosensibilidad, mientras que el p53 mutado se asocia a resistencia al
tratamiento, aunque en los estudios realizados como hemos comentado no se ha

%329 Estos mismos resultados conflictivos se

logrado identificar al p53 como predictor
asocian a muchos otros genes regulados por el p53 (BAX, p21, survivin, etc). El
analisis directo de la secuencia del gen p53 parece abrir un nuevo campo. Kandolier et

321 128
al |

(n=60) y Rebischung et a (n=86) encontraron que el genotipo p53 mutado se

asocia significativamente a radioresistencia. Garcia Aguilar et al %

encontraron que el
p53 mutado es un marcador predictivo de no respuesta en combinaciéon con la

mutacion de KRAS.

Terzi et al *** no encontraron relacién entre survivin, p53, ki-67 y la respuesta.

Saw et al **

en un estudio de 60 pacientes en el que analizaron por IHQ el p53, el gen
DCC y la TS, encontraron asociacion soélo entre negatividad de la TS y downstaging.
Chang et al *** analizaron por IHQ en 130 casos la expresion del p53, p21, Bcl-2, BAX,
ki-67, Ku-70, histona-deacetilasa 1 (HDAC1l) y el receptor 4 del glutamato
metabotropico (mGIuR4). De todos ellos soélo la expresion de BAX se asocié con la
regresion tumoral. La HDAC1 se considera una nueva diana de agentes antitumorales,
y la sobreexpresion del mGluR4 se asocia a resistencia al 5-FU en CCR. Sin embargo

137 estudiaron

en este estudio no se ha encontrado relacién con la respuesta. Lin et al
p53, p21, p27 y Bcl-2, proteinas importantes en el control del ciclo celular y apoptosis.
Se estudian 77 pacientes, aunque sélo 53 son luego evaluados por cirugia radical. El
p53 negativo y el p27 positivo fueron predictores de buena respuesta en este estudio.

204

Kobayashi et al (n=52), encontraron asociacion entre bajos niveles de la COX-2 y

buena respuesta. En la expresién de p53 no han encontrado asociacion.

Desai et al **°

estudiaron varios marcadores celulares por citometria de flujo:
p53, ploidia del ADN de la célula tumoral, fraccion de fase S y antigenos nucleares de
proliferacion celular (PCNA). Se analizaron la prediccion de la respuesta y la
supervivencia libre de enfermedad (n=23). Los tumores PCNA positivos tienen mas

riesgo de desarrollar metastasis. Willett et al **°

sugieren que los marcadores de
proliferacion incluyendo PCNA se asocian a mejor respuesta a la radiacion
preoperatoria, aunque en el estudio de Desai et al % ho se encontré esa relacion. El

estudio sugiere que los tumores p53 negativos tienen menos potencial metastasico.
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Suzuki et al *%

en un estudio de 93 pacientes analizaron el indice de apoptosis, p53,
p21 y ki-67. La positividad del p21 y negatividad del p53 se asociaron a regresion

tumoral. Con el ki-67 no encontraron relacion.

En nuestro estudio los tumores Bcl-2 negativos estan asociados a mejor
respuesta tanto en el andlisis univariante como multivariante. En la misma linea,
Zlobec et al **" evaluaron EGFR, VEGF, p53, Bcl-2 y APAF-1 en 104 pacientes. Los
resultados indican que el VEGF y el EGFR son factores predictivos independientes y
su analisis combinado es muy predictivo de respuesta completa. En un estudio

188 1os mismos autores demuestran no sélo el VEGF sino también Bcl-2 como

previo
predictores de respuesta. Los tumores Bcl-2 negativos tienen mayor tasa de respuesta.
Ese estudio es el primero en demostrar la correlacion entre el VEGF y la pCR en el
CR. La positividad simultanea del VEGF y negatividad del EGFR se asoci6 con
ausencia de respuesta en el 94% de los casos. Consideran que estos pacientes
deberian ser candidatos a otras modalidades de tratamiento. En ese estudio el VEGF
negativo y el EGFR positivo fueron predictivos de pCR. La mejor respuesta a la RT del
EGFR positivo puede estar en relacién con el tipo de radiacion. Otro estudio del mismo
grupo324 intent6 identificar pacientes con alto riesgo de mal pronéstico (n=482).
Encontraron que la combinacién de deteccioén por IHQ de CD8 TILs (tumour infiltranting
lymphocites) negativo y sobreexpresion del RHAMM (receptor of hyaluronic acid-
mediated motility) es predictora de mal prondstico independiente del estadio de la
enfermedad. En particular, pacientes con tumores T1-2 con este perfil desfavorable
tienen una supervivencia a 5 afios similar a T3-4. Lo mismo sucede con los pacientes
NO en relacién a N+. Algunos grupos han identificado la positividad TIL intraepitelial
como de buen pronéstico, especialmente en los tumores con estabilidad de
microsatélites, posiblemente en relacion con una mayor respuesta inmune

325

antitumoral®™”. El RHAMM es una glucoproteina normalmente sobreexpresada en

tumores malignos avanzados y se ha identificado como marcador de mal pronéstico en

CCR y cancer de mama®?°

. La combinacién de la sobreexpresion del RHAMM y el p21
se asocia a muy mal prondstico en CCR con inestabilidad de microsatélites alta (MSI-
H) **’. En los pacientes NO, la positividad del RHAMM puede ser marcadora de un

fenotipo especialmente invasivo.
Edden et al '* publicaron un estudio donde evaluaron varios marcadores de

apoptosis (Bcl-2, BAX, APAF-1) asi como la expresién de la COX-2 y el VEGF en 152
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casos. Encontraron pCR en el 24,5% y T-downstaging en el 60,5%. Al contrario que
nuestros hallazgos, la sobreexpresion del APAF-1 se asocia a regresion tumoral, pCR
y T-downstaging. No encontraron asociacién entre la expresion de Bcl-2 y la respuesta.
En contraste la sobreexpresion de la COX-2 y del VEGF se relaciona con menos
regresién tumoral y menos T-downstaging, este Ultimo en coincidencia con los datos de
nuestra serie. Con el resto de parametros moleculares (p21, p27, p53, BAX) y datos

| 1** evaluaron las diferencias en

anatomo-clinicos no se encuentra relacion. Huerta et a
expresiones de distintos marcadores (Ki-67, cyclin E, p21, p27, p53, survivin, Bcl-2 y
BAX) en 38 pacientes con tumores rectales estadios Il/lll tratados con RQT
neoadyuvante. Encontraron diferencias significativas en ki-67, p53, Bcl-2 y BAX,
asociadas a pCR. En un estudio similar, Debucquoy et al %28 analizaron en 99 pacientes
la expresion de EGFR, CA-IX, ki-67, VEGF, COX-2, c-CK18. Encontraron asociaciéon
entre la regresion tumoral, la expresion de la COX-2 y la supervivencia. Un 42,4% de
los 99 pacientes tuvieron T-downstaging. No hubo diferencias en respuesta entre
pacientes tratados con 6 sin QT. El VEGF sobreexpresado tuvo relacién con mala
respuesta aunque no con T-downstaging. Con el resto de los biomarcadores no se
encontré relacién. En un estudio mas reciente del mismo grupo227 demostraron que la
expresion del EGFR y del VEGF y la mutacion del KRAS se asocian a una mayor
respuesta a la RQT basada en cetuximab. La sobreexpresion del VEGF se asoci6 a no
respuesta, hallazgo relacionado con recientes estudios que sugieren que las vias de
accion del EGFR se asocian con la angiogénesis tumoral, especialmente con la
estimulacién del VEGF*®. Respecto al KRAS, los pacientes con mutaciones
presentaron peor respuesta al cetuximab. En la misma linea que otros estudios, los
pacientes con KRAS no mutado y sobreexpresiéon del EGFR y del VEGF se asociaron

significativamente a mayor pCRBBO 193

. Toiyama et al encontraron que la expresion
génica de 3 marcadores (VEGF, HIF-1 y EGFR) puede predecir la respuesta y la
recurrencia sistémica (n=40). Los respondedores tuvieron menores niveles de
expresion génica de los tres. La regresion tumoral y el estadio T después de la
neoadyuvancia no se relacionan con la recurrencia sistémica aunque la persistencia de
N+ es predictor de recurrencia sistémica. La relacién entre el EGFR y el VEGF ya se
ha establecido previamente. Ambas proteinas comparten vias de activacién celular
pero parece que contribuyen a la angiogénesis a través de distintos mecanismos, por
lo que algunos sugieren que se deberia garantizar el bloqueo de ambas proteinas en el

tratamiento, aunque los resultados disponibles no son concluyentes. El actual impacto
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del VEGFR en los resultados del tratamiento y en el pronéstico es controvertido. André

[ 331

et al encontraron una expresion aumentada del VEGFR-1 en el CCR pero sin valor

131

pronéstico. Bertolini et al =~ no encontraron asociacion entre la expresion del VEGF por

IHQ y la pCR en 91 pacientes. En la misma linea esta el estudio de Giralt et al **® con

187

81 casos. Por el contrario Zlobec et al Si encontraron asociacion en una serie de

104 casos.

En los afios recientes, las fluoropirimidinas orales (como la capecitabina que se
emplea en nuestro protocolo de tratamiento) se usan con frecuencia en el tratamiento
del CCR como alternativa al 5-FU endovenoso, con similares resultados oncoldgicos y
de toxicidad. Estudios fase | y Il sugieren que la adicibn de nuevos farmacos al
tratamiento con 5-FU es una estrategia posible, pudiendo aumentar las tasas de pCR y
por tanto la posibilidad de mejorar los resultados a largo plazo. La combinacién de
irinotecan y 5-FU en neoadyuvancia parece aumentar las tasas de regresion tumoral
hasta el 40%"***?. Sin embargo, en resultados de estudios randomizados recientes la
adicion de oxaliplatino en la neoadyuvancia ha demostrado un aumento de toxicidad
sin beneficio. Su papel de momento se reserva para el tratamiento adyuvante. De
forma similar, la adicién de farmacos anti-EGFR (cetuximab, panitumuimab, gefitinib) 6
anti-VEGF (bevacizumab) no parece aumentar de forma significativa las tasas de pCR

en estudios fase 11%%% 3%

, aunque estos agentes parecen tener propiedades radio y
guimiosensibilizantes en los modelos preclinicos, pudiendo aportar beneficio en
subpoblaciones definidas por biomarcadores. Nuevos agentes antiangiogénicos como
los inhibidores de la tirosinquinasa VEGFR y receptores solubles del VEGF, asi como
agentes disruptores vasculares, inhibidores b-raf, PI3K, etc, han sido aprobados para

otros tumores solidos 6 estan entrando en estudios clinicos.

Nuestros resultados con el ki-67 estdn en linea con los estudios de IHQ que
analizan los marcadores de proliferacion y no han encontrado correlacion con la

respuesta a RQT> ™9 %%

. El ki-67 es una proteina nuclear que se expresa en las
células proliferativas. Solo un estudio con 23 pacientes revelé que un indice
proliferativo elevado puede diferenciar no respondedores respecto a respondedores
completos 6 parciales“e. Mas recientemente se considera que el crecimiento del
volumen tumoral depende no sélo de la proliferacion celular sino también por la tasa
de apoptosis. La apoptosis intrinseca (en el tejido antes del tratamiento) se demostré

como un factor indicador de menor RL en 1.198 pacientes del estudio holandés Dutch
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Total Mesorectal Excision Trial 2,

La apoptosis esta regulada por un complejo
mecanismo de balances entre factores activadores como el p53 y factores
antiapoptoticos como las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP), de la que forma
parte survivin, proteina intracelular que blogquea la apoptosis inhibiendo la activacién de

334, 335

la caspasa-3 y 7 y regula el ciclo celular en la fase G2/M . Survivin se encuentra

presente durante el desarrollo fetal pero su expresion esta muy disminuida en tejidos
adultos. Se ha descrito su sobreexpresion en diversos tumores, incluyendo CCR*® %,
El nivel de apoptosis en tumores rectales se ha propuesto como predictor de respuesta

119, 178, 180

a la RQT preoperatoria , aunque en los estudios clinicos los niveles de survivin

no han demostrado esa relacién??

. Otras publicaciones sugieren que la expresion de
survivin a nivel nuclear puede ser un marcador mas fiable que los niveles

citoplasmaticos®*®.

La respuesta al tratamiento estd también influenciada por el microambiente
tumoral. Uno de los factores que mas influyen en la resistencia a la RT es la presencia
de areas de hipoxia en los tumores sdlidos. Las células hipdxicas tienen 3 veces mas
resistencia a la radiacion. La acumulacion del factor 1 inducido por hipoxia (HIF-1a)
conlleva la sobreexpresion de genes como GLUT1, CXCR4 y CA-IX. Guedj et al **®
encontraron que la expresion del CA-IX es significativamente menor en las biopsias de

339

los respondedores. Korkelia et al ™ también han estudiado el factor pronéstico del CA-

IX en CR, sin encontrar relacién con el tratamiento. Dietz et al **

han investigado la
hipoxia tumoral en el CR realizando PET con un nuevo agente, con buenos resultados
para predecir el downstaging después del tratamiento neoadyuvante. Del mismo modo,
la necrosis tumoral se observé mas, de forma significativa, en los no respondedores.
No encontraron diferencias en la expresion de GLUT1, ki-67, CXCR4 y la densidad

microvascular.

No hemos encontrado trabajos previos con el procolageno COL11A1 como
marcador predictor en el CR. En nuestro estudio no hubo asociacion significativa entre
la expresion del COL11A1 y la respuesta. Las proteinas de la matriz extracelular tienen
un efecto modulador en diversos mecanismos de regulacion de la proliferacion celular
y la apoptosis. La fibronectina es uno de sus principales componentes. Se penso
inicialmente que uno de sus receptores, la integrina a5@1, era un gen supresor tumoral
ya que su sobreexpresion inhibe el fenotipo tumorigénico y la capacidad metastasica

en varias lineas celulares®'. Sin embargo este efecto supresor depende de la
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presencia de fibronectina. La interaccién entre el receptor y la fibronectina puede

342

también influenciar la supervivencia celular modulando la apoptosis (Bcl-2)”*. En un

343 analizaron la relacién entre la fibronectina, el

estudio de 32 pacientes, Jayne et al
receptor (a5B1 integrina) y la respuesta a la RQT. Encontraron un 16% de pCR. Los
buenos respondedores tienden a tener alto contenido de fibronectina en el estroma. No
hay diferencias en el contenido de colageno IV y laminina. EI mecanismo de esta
asociacion no es claro. Puede que sea porque la integrina influye en la diferenciacion
celular y los tumores mejor diferenciados son mas radiosensibles. Una aplicacion
clinica de estos hallazgos es el desarrollo de un biomarcador altamente especifico de
invasividad tumoral que detecte de forma coordinada los principales genes implicados,
como COL11A1, INHBA y THBS2. Un resultado positivo incluso en estadios tumorales
tempranos indicara que la enfermedad ha alcanzado un estado invasivo. EI mismo
marcador serviria para predecir resistencia a tratamientos neoadyuvantes. La
aplicacion clinica méas significativa seria el desarrollo de farmacos dirigidos a la
inhibicién de la capacidad metastasica. Como algunos estudios parecen indicar, la
folistatina (inhibidora de la activina A) podria servir como un inhibidor de esta

capacidad metastasica **.

Se han estudiado otras moléculas. Farkas et al ***

(n=69) analizaron por IHQ
proteinas relacionadas con la citoproteccién, supervivencia celular (Hsp 90, Hsp 16.2),
y antiapoptosis (p-Akt, GHRH-R, SOUL). Niveles altos de Hsp90 y GHRH-R se
relacionan con pobre respuesta. Los inhibidores de Hsp90 se estdn usando

I-111%* 3% También

actualmente en estudios preclinicos y clinicos de fases
antagonistas de GHRH han demostrado producir apoptosis. Un nuevo campo es el uso
de células madre para predecir respuesta, en particular CD133. La presencia de estas

347, 348

células en la pieza resecada se asocia a peor prondéstico . En los estudios de

Ghadimi et al %, el factor de transcripcién TCF4 (TCF7L2) se encontré sobreexpresado
en tumores resistentes. En un estudio posterior del mismo grupo, Kendziorra et al 349
han demostrado una radiosensibilizacién significativa en células de CCR mediante la

inhibicion del TCF4.
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I 8.4 Afectacion ganglionar y respuesta

Algunos estudios han demostrado la relacion entre una buena respuesta a la
RQT vy la supervivencia, sugiriendo que los resultados oncolégicos tienen mas relacion
con el estadio TNM postoperatorio que con el previo al tratamiento, por lo que el GRT

266,271,350 | a correlacién con

esta emergiendo como un factor prondstico independiente
el ypT fortalece esta hip6tesis. La incidencia de RL después de RQT se estima sélo en
un 2-3%. El GRT es un factor predictivo de RL %°®?°%3*° aunque su relacién con la
supervivencia global es mas controvertida®*® *'. Dhadda et al ** (n=158) concluyeron
que la clasificacion de Mandard es un factor pronéstico independiente que predice los
resultados a largo plazo. Este score ya ha demostrado ser prondstico en pacientes
después de RQT en cancer de es()fago“. Los autores proponen su uso para valorar el
tratamiento adyuvante posterior. Los pacientes con GRT1-2 serian aquellos con
tumores mas sensibles a terapias con 5-FU, mientras que los GRT3-5 6 con ganglios

positivos tendran peor prondstico y requeriran terapias mas intensivas.

Varios estudios han demostrado que los estadios pT y pN asi como el CRM
son los factores més importantes para determinar RL y supervivencia global y libre de
enfermedad. La incidencia de afectacién ganglionar después del tratamiento varia.
Read et al *? encuentran afectacion en 3,4% en TO-1, 23% en T2 y 51.5% en T3-4;
otros autores®™*

afectacion ganglionar es de 9,4% en T0-1, 22,2% en T2 y 43,7% en T3-4 (tabla VIII).
[ 355

encuentran mayor incidencia en T0-1, 12,1%. En nuestra serie la
También en linea con nuestro estudio, Berho et al (n=86, 60 con estadificacion
preoperatoria disponible) encontraron correlacién entre estadio N postoperatorio y
GRT, sugiriendo que la neoadyuvancia debe tener un impacto positivo en la
supervivencia global. EI TN global disminuye en 38 casos (63,3%) y en 7 (11,6%)
aumenta. La pCR fue del 20,4%. El estudio demuestra la baja incidencia de afectacion
ganglionar (14,2%) en los pacientes respondedores, hallazgos similares a los nuestros,
donde la afectacion en GRT1-2 fue del 10,8%.

En nuestra serie la media de ganglios estudiados en la pieza quirargica fue de
9,4 (£ 6,04). Aunque el American Joint Committee on Cancer (AJCC) estipula un

namero minimo de 12 ganglios para un estadiaje correcto, el nimero de ganglios
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aislados en el CR sin tratamiento varia entre 9 y 13 **°

356-358

y en pacientes con

neoadyuvancia la media suele ser menor

I 8.5 Perspectivas futuras

El tratamiento de los pacientes con CR debe ser optimizado de forma continua.
Entre los aspectos destacables estan la necesidad de control de la calidad de la cirugia
y la radiacién, la evaluacion de las nuevas tecnologias quirargicas y de diagnéstico por
imagen, la disminucion de las secuelas funcionales, la definicion de los regimenes
terapéuticos de radiacion optimos y los pacientes que no precisen neoadyuvancia, el
significado de la pCR y las nuevas estrategias en el tratamiento adyuvante que
mejoren la supervivencia. La tendencia actual es crear un perfil tumoral especifico,
tanto en el aspecto genético como el bioldgico. El entendimiento de los patrones de
comportamiento de cada perfil tumoral y su susceptibilidad a los agentes
quimioterapicos nos permitira una mejor prediccion del proceso neoplasico, lo que
ayudard a orientar a cada paciente a un curso terapéutico diferente para optimizar los
resultados. Respecto a la RT, técnicas novedosas de tratamiento como el ciclo corto
continuo, hiperfraccionado y la braquiterapia endorrectal de altas dosis han
demostrado mayores porcentajes de respuesta completa con niveles aceptables de

toxicidad*>® 3,

Avances en techologias moleculares, andlisis mutacional y mapeo gendmico
nos han llevado a un amplio rango de posibles biomarcadores en el CCR. El desafio
actual y futuro es determinar cuales seran clinicamente Utiles y validarlos mediante
estudios prospectivos randomizados. Los resultados obtenidos son en muchos casos
conflictivos 6 contradictorios y virtualmente la totalidad de los marcadores identificados
han sido analizados en estudios retrospectivos sin validacion con estudios controlados.
El Transvalid-KFO179/GRCSG-Trial es el primer estudio controlado de biomarcadores
en el CR™. Es un estudio multicéntrico aleman que intenta de forma prospectiva la
validacion de marcadores moleculares y clinicos previamente descritos en un protocolo

estandarizado.
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La cooperacion entre patélogos, cirujanos, oncélogos y radidlogos puede
contribuir a alcanzar una terapia individualizada en el CR. Berardi et al **" han ideado
un modelo clinico-patolégico con un indice para calcular la posibilidad de respuesta
tumoral. Los pacientes con un bajo indice recibirian un tratamiento mas intensivo,
mientras que con una posibilidad de buena respuesta se podria plantear un tratamiento
quirargico local menos agresivo. Desde un punto de vista personal, creemos que los
marcadores moleculares seran incorporados a los protocolos de decision clinica en un
futuro no muy lejano. En un escenario potencial, el material de biopsia tanto del tumor
como de tejido normal ser4 sometido a andlisis genético. Basado en los resultados
(prediccion de respuesta y de toxicidad), cada paciente se orientard hacia una de las
distintas alternativas del tratamiento: pacientes clasificados como “respondedor a
tratamiento estandar” seran sometidos a regimenes preoperatorios de baja toxicidad.
Por el contrario, pacientes con un perfil de “no respondedor a tratamiento estandar”
necesitaran una terapéutica mas agresiva. En los pacientes no respondedores y con
alto riesgo de toxicidad aguda, la cirugia primaria puede ser una opcion. Actualmente
el mejor ejemplo de una aplicacion comprensiva ha sido desarrollado por Valentini et al
%2 Establecen un modelo para predecir RL, metastasis y supervivencia, basado en
datos de cinco estudios europeos randomizados. Estd disponible on-line

(http://www.predictcancer.org) y puede ser utlizado como una herramienta

complementaria de ayuda en la seleccion de pacientes para tratamientos especificos y

estrategias de seguimiento.
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Conclusiones

1. Hemos encontrado correlacion significativa entre la negatividad de la expresion
de BCL-2 (p=0,005), p-catenina (p=0,027), VEGF (p=0,048) y APAF-1
(p=0,003) y una mejor respuesta (GRT) al tratamiento neoadyuvante en el
andlisis univariante. Con el resto de biomarcadores estudiados no se ha
encontrado correlaciéon. En la valoracion del T-downstaging, hemos encontrado
asociacion significativa entre la negatividad en la expresién de VEGF (p=0,034)
y una buena respuesta al tratamiento neoadyuvante en el andlisis univariante.

Con el resto de biomarcadores estudiados no se ha encontrado asociacion.

2. No hemos encontrado asociacion significativa entre la edad, intervalo hasta la
cirugia, sexo, localizacion tumoral, CEA, dosis de radioterapia y la respuesta al
tratamiento neoadyuvante (GRT y T-downtaging). El grado de diferenciacién
tumoral si es un marcador predictor de respuesta en el estudio univariante. Los
tumores bien diferenciados responden mejor al tratamiento neoadyuvante
(p<0,001).

3. Existe una correlacion significativa entre la afectacion ganglionar y la respuesta

al tratamiento neoadyuvante (p<0,001).

4. En el caso de la respuesta GRT, las variables introducidas en el modelo de
regresion logistica (andlisis multivariante) como significativas han sido el grado
de diferenciacion tumoral y BCL-2. Con este modelo se puede predecir en un
72% correctamente la respuesta al tratamiento neoadyuvante en el CR

localmente avanzado.
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Anexos

Clasificacion clinica TNM del cancer colorrectal de Ia International
Union Against Cancer (UICC) y American Joint Committee on

Cancer (AJCC)
Tumor primario (T) TX  No puede valorarse el tumor primario

TO  No existen indicios de tumor primario

Tis  Carcinoma in situ; intraepitelial 6 invasion de la
lamina propria

T1  Eltumor invade la submucosa

T2  Eltumor invade la muscularis propria

T3  Eltumor invade a través de la muscularis
propria hasta el interior de la subserosa 6 de
los tejidos pericélicos 6 perirrectales no
peritonealizados

T4  El tumor invade directamente otros 6rganos 6
estructuras y/o perfora el peritoneo visceral

Ganglios linfaticos NX  No pueden valorarse los ganglios linfaticos

regionales (N) NO  No se han producido metastasis a ganglios
linfaticos regionales

N1 Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales
N2  Metastasis en = 4 ganglios linfaticos regionales
Metastasis a distancia (M) MX No pueden evaluarse las metastasis a
distancia
MO No se han producido metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia

Anexo 1. Clasificaciéon TNM de la UICC-AJCC (sexta edicion).
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